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Les peptothèques sur phages ont été utilisées pour le développement de ligands à la 
protéase adénovirale, pouvant potentiellement agir comme inhibiteurs de l'enzyme. Puisque la 
protéase est nécessaire à l' infectivité des adénovirus, un inhibiteur à cette enzyme serait très 
important en clinique pour bloquer leurs infections. La méthode a d ·abord été testée par un 
criblage de deux peptothèques, l'une de 6 a.a. et l'autre de 15 a.a., avec un anticorps 
monoclonal, M73, qui reconnaît la protéine ElA des adénovirus de type 2 et 5. Grâce aux 
peptothèques, il a été déterminé que l' épitope reconnu par M73 est le signal de localisation 
nucléaire (S.L.N.) de la protéine, soient ses 5 derniers a.a. (Lyons et al., 1987). Des mutants 
de délétion dans la région C-terminale de ElA ont ensuite confirmé cette conclusion. La 
méthode a ensuite été adaptée pour le criblage de la peptothèque de 15 a.a. avec la protéase 
adénovirale purifiée. L'enzyme a été immobilisée sur des billes d · agarose et conserve son 
activité. Au total, 5 expériences de criblage avec la protéase ont été effectuées, dont 2 avec la 
protéase activée par le peptide pVI-C qui est un cofacteur de l'enzyme (Mangel et 
al., 1993; Webster et al., 1993). L ·augmentation des rendements (phages récupérés/phages soumis 
au criblage) à chaque étape du criblage était significative de la spécificité de la sélection. 20 
séquences différentes ont été récupérées de ces criblages, n'ayant pas d'homologie évidente entre 
elles. Les phages correspondants à chacune des 20 séquences, ainsi que M13 qui ne contient pas 
d · insert comme contrôle négatif, ont été hybridés à la protéase pour vérifier leur force de 
liaison. Cette expérience s'est avérée inconcluante malgré qu ·un clone parmis les 20 semblait 
avoir une liaison plus forte que les autres avec la protéase, donc pourrait être testé pour son effet 
inhibiteur. 
Introduction 
A) Généralités sur les adénovirus 
Les adénovirus (revus dans Philipson, 1988;Horwitz, 1990) sont associés aux 
infections des tissus adénoïdes et lymphoïdes, d'où leur nom. Ils ont d'abord été 
découverts comme agents viraux en 1953, à partir de tissus adénoïdes et d'amygdales 
d'enfants (Rowe et al.,1953). Ces virus sont à l'origine de maladies du système 
respiratoire, du système digestif ainsi que de l'oeil (voir tableau n.1). 
Les adénovirus sont composés d' ADN double brin linéaire, d'environ 30 à 36 
K.p.b., à l'intérieur d'une capside icosahédrale non-enveloppée (voir figure n.1) (Green 
et al.,1967;Van der Eb et al.,1969). La réplication du virus s'effectue dans le noyau, et 
ce en deux phases, une phase précoce et une tardive. Une protéine, TP (Terminal 
protein), dont 2 copies sont présentes par virus, est liée covalemment aux extrémités 5' 
de l'ADN et est impliquée dans la réplication du virus (Rekosh et al.,1973). Les deux 
brins de l'ADN viral sont codants (Tooze,1981). 
Il existe plus de 100 membres d'adénovirus dans la nature, dont 47 sérotypes 
humains (Hierholzer et al.,1991). Ces derniers sont classifiés en 7 sous-groupes selon 
leur potentiel oncogénique chez des rongeurs nouveaux-nés, leur homologie en ADN et 
leur pourcentage en G + C, ainsi que leur groupe d'hémagglutination des érythrocytes 
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La structure du virus ainsi que ces différentes protéines de structure sont montrés. A droite, un 
patron de migration des protéines virales sur gel polyacrylamide-SDS est montré. Tiré de 
"Philipson,L.(1988) Dans Current topics in microbiology and immunology 109: 10". 
3 
Les infections aux adénovirus, bien que rarement létales, deviennent beaucoup 
plus importantes chez les patients immunosupprimés, chez qui on retrouve une 
persistance du virus dans l'urine. Dans ces cas, le taux de mortalité est plus élevé et un 
traitement de chimiothérapie s'avèrerait nécessaire, la vaccination étant peu pratique dû 
au grand nombre de sérotypes. 
B) La protéase adénovirale 
La découverte en 1975 d'un mutant thermosensible de Ad2, H2tsl ou Ad2tsl, 
défectif dans une fonction tardive et non infectieux lorsque produit à 39°C, a permis de 
mettre en évidence une fonction protéasique codée par !'adénovirus (Bégin et 
Weber,1975;Weber, 1976). Il fut ainsi démontré que les protéines associées à l' ADN, soit 
VII,X et TP, ainsi que les protéines associées à la capside ma, VI et VIII sont en fait 
produites sous forme de précurseures et nécessitent un clivage spécifique pour la 
maturation finale du virus (Anderson et al.,1973;Weber et Anderson,1988;Anderson et 
al.' 1989). 
La mutation de H2tsl a ensuite été localisée à la position 61,1 du génôme viral, 
dans l'unité de transcription tardive L3, codant pour pVI (Sung et al., 1983), l'Hexon (Il) 
(Jornvall et al.,1981;Akusjarvi et Persson,1981) et une protéine de 23 Kd (Akusjarvi et 
al., 1981). Par séquençage, on démontra qu'il s'agissait en fait d'une mutation ponctuelle, 
correspondant à la transition d'un C en T, ce qui change une proline en leucine dans le 
cadre de lecture de 612 nucléotides pour la protéine de 23 Kd, au résidu 137 (Yeh-Kai 
• 
Disease 
Acute febrile pharyngitis 
Pharyngoconjunctival fever 





Acute hemorrhagic cystitis 
Gastroenteritis 
Heoatitis 
Persistence of virus in urinary 
tract 
lndividuals most at risk 
Infants. young children 
School-age children 
Military recruits 
Infants, young children 
Military recruits 
Any age group 
Infants, young children 
Infants. young children 
Infants , young children 
Infants and children with liver transplants 
Acquired irnrnunodeficiency syndrome 
(AIDS) , other immunosuppression, and 
bone marrow transplant recipients · 
Tableau no. l: Maladies associées aux adénovirus. 
Principal 
serotypes 
1, 2, 3,5, 6, 7 
3, 7, 14 
3, 4, 7, 14, 21 
1, 2, 3, 7 
4, 7 




1, 2, 5 
34 , 35 
4 




Turnors in in tissue Percentage of 
Subgroup Hernagglutination groups Serotypes animais culture G+C in DNA 
A IV (little or no agglutination) 12,18,31 High + 48-49 
B 1 (cornplete agglutination of rnonkey 3,7, 11, 14, 16,21,34, Mode rate + 50-52 
erythrocytes) 35 
c Ill (partial agglutination of rat 1,2,5,6 Low or none + 57-59 
erythrocytes) 
D Il (cornplete agglutination of rat 8,9, 19,37, 10, 13, 15, Low or none + 57-61 
erythrocytes) 17' 19,20,22-30, 
32,33,36,37,38, 
39,42 
E Ill 4 Low or none + 57-59 
F Ill 40,41 Unknown 
Tableau no.2: Classification des adénovirus humains. 
Les adénovirus humains sont classés selon leur groupe d 'hémmaglutination, leur potentiel 
oncogénique et leur pourcentage en G + C de leur ADN. Tiré de Horwitz, M.S . , Adenoviruses. 
• Dans B.N. Fields, Virology, 2ième Ed., col. 2, p.1685. 
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et al.,1983). 
L'activité protéasique du virus a été détectée dans les noyaux de cellules infectées 
(Bhatti et Weber,1979) et associée aux matrices nucléaires et à la chromatine virale 
(Everitt et Ingelman, 1984;Khittoo et al., 1986). Le site de clivage reconnu par la protéase 
de Ad2 a été proposé comme étant: (I,M,L) X G X t G et (I,M,L) X G G + X , 
(voir l'index pour les abbréviations des acides aminés) où + indique l'endroit du clivage 
(Webster et al., 1989;Anderson, 1990). 
Le gène correspondant à la protéine de 23 Kd de Ad2 a été cloné dans un vecteur 
d'expression procaryote pour permettre la mise en évidence et la caractérisation de la 
protéase adénovirale (Houde et Weber, 1990a;Anderson, 1990). La protéine recombinante 
conserve son activité protéolytique, telle qu'évaluée par incubation avec des protéines 
précurseures extraites du virus Ad2tsl marquées à la température restrictive (39°C). La 
protéase a par la suite été purifiée, puis des anticorps ont été produits contre cette 
protéine pour en faciliter l'étude et l'identification. De cette façon, on a déterminé 
qu'environ 10 copies de la protéase sont encapsidées dans les virus de type sauvage, alors 
que l'on n'en retrouve aucune dans le virus mutant Ad2tsl (Anderson, 1990;Rancourt et 
al. ,en préparation). 
Une douzaine de protéases adénovirales de différents sérotypes humains et 
animaux ont été séquencées jusqu'à présent. Cette étude montre que la protéase de 
!'adénovirus est très conservée dans l'évolution (93,6% pour les types les plus rapprochés 
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à 54,5% pour les types les plus éloignés), mais n'a pas d'homologie évidente avec 
d'autres protéines connues. Seulement 2 cystéines sont complètement conservées dans 
tous les sérotypes, soient la Cys104 et la Cys122 (Cai et Weber, 1993b). A l'aide 
d'inhibiteurs spécifiques, il a été démontré que cette enzyme est une protéase à cystéine 
(Webster et al.,1989;Tihanyi et al.,1993). Une caractérisation du site actif par 
mutagénèse dirigée a par la suite confirmé cette classification et mis en évidence 
l'implication de l'histidine 54 et de la cystéine 104 dans l'activité de la protéase 
(Rancourt et al. ,sous presse). 
De plus, deux cofacteurs de la protéase adénovirale ont été récemment découverts. 
L'un d'eux est le peptide de 11 a.a. clivé par la protéase dans la partie C-terminale de 
pVI de Ad2 (pVI-C). Ce peptide activateur est très spécifique, agit sous forme de 
dimère, et contient une cystéine qui semble essentielle à l'activation (Mangel et 
al.,1993;Webster et al.,1993). pVI-C est aussi conservé chez pVI de Ad12, n'ayant que 
deux a.a. substitués, et active aussi la protéase recombinante de Ad2 (Freimuth et 
Anderson,1993). L'autre cofacteur est del' ADN, mais l'activation semble cette fois non 
spécifique à un type d' ADN donné, car celui-ci peut être remplacé par différentes 
molécules chargées négativement (Mangel et al., 1993). 
D'autres évidences, en plus de l'homologie de séquence, suggèrent une 
conservation de l'activité protéasique dans les divers sérotypes. Par exemple, des noyaux 
de cellules infectées par différents sérotypes humains d'adénovirus, soient 
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Adl,2,3,4,5,6,7 et 9, utilisés comme source de protéase, ont pu cliver les précurseurs 
de protéines de Ad2tsl, démontrant une complémentation intersérotypique pour la 
reconnaissance des substrats de la protéase (Houde et Weber, 1990b). 
Par la suite, ces résultats furent confirmés grâce à la découverte de sites de 
clivage de la protéase, tels que définis avec la protéase de Ad2, chez les protéines pMu 
et pVI de Ad12; ces protéines sont clivées "in vivo" par la protéase de Adl2 (Freimuth 
et Anderson,1993). De même, le gène de pVII du virus canin CAN-1 a été séquencé et 
la protéine correspondante contient un site de clivage; celle-ci est clivée "in vivo" pour 
donner le produit de poids moléculaire attendu (Cai et Weber, 1993a). De plus, pVII de 
CAN-1 a pu être clivée par la protéase recombinante de Ad2, ce qui démontre la 
conservation de la fonction protéasique chez les différents sérotypes, même animaux (Cai 
et Weber, résultats non publiés). 
L'ensemble de ces évidences suggère que les protéases de différents sérotypes sont 
très homologues entre elles, sans toutefois ressembler à d'autres protéases connues (Cai 
et Weber,1993b). La conservation des sites de clivage dans les différents sérotypes et de 
l'activation par pVI-C semble indiquer que toutes les protéases adénovirales agissent de 
façon homologue et leur activité est essentielle à l'infectivité du virus (Weber, 1990), d'où 
le choix de la protéase comme cible pour le développement d'agents anti-viraux contre 
les adénovirus. Puisque ces virus causent souvent des maladies graves, qui prennent 
d'autant plus d'importance chez les immunosupprimés tels les sidatiques, le 
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développement d'une chimiothérapie contre ces virus serait d'une grande utilité en 
clinique. En fait, il est probable qu'un inhibiteur de la protéase se liant par exemple très 
spécifiquement au site actif, pourrait inhiber tous les sérotypes humains et animaux, sans 
toutefois affecter les autres protéases cellulaires. 
Le développement rationnel d'inhibiteurs spécifiques d'une protéase demande une 
grande connaissance de l'enzyme, en particulier sa structure tridimensionnelle, ce qui 
n'est par contre pas encore disponible pour la protéase adénovirale. Une comparaison de 
la séquence avec d'autres protéases homologues ayant été cristallographiées permet aussi 
de développer un inhibiteur (Blundell et al., 1987), mais cette méthode n'est encore une 
fois pas applicable à la protéase adénovirale, qui a une séquence unique. Une alternative 
dans ce cas serait de se tourner vers une méthode aléatoire, basée par exemple sur le 
criblage par la protéase d'une grande quantité de peptides différents dans l'espoir d'en 
ressortir quelques-uns ayant les propriétés recherchées. Ceci a d'ailleurs été effectué avec 
succès pour la protéase de HIV-1 à partir de tétrapeptides (Owens et al.,1991). 
Une nouvelle technologie basée sur l'expression de millions de peptides par fusion 
avec une protéine de surface des phages filamenteux , les peptothèques sur phages 
(Random peptide libraries, revues dans Smith et Scott, 1993;Scott, 1992), permet ainsi de 
trouver entre autres des ligands à des protéines d'intérêt. 
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C) Les peptothèques sur phages filamenteux (peptide libraries) 
Les phages filamenteux (Ft), tels que f1 (Loeb,1960;Zinder et al.,1963), fd 
(Marvin et Hoffmann-Berling, 1963), et M13 (Hofschneider, 1963), sont des phages à 
ADN simple brin circulaire, d'environ 6400 nucléotides (Marvin et Hohn,1969), dans 
une capside de forme allongée, infectant les bactéries E. coli à F-pili (F+) (revus dans 
Model et Russell, 1988). La protéine plll est une protéine mineure de capside (4-5 copies 
par virion), et sert à l'attachement du phage aux pilis des bactéries, ce qui permet 
l'injection de leur ADN dans la bactérie (Goldsmith et Koningsberg, 1977). Il a aussi été 
démontré que les virions produits avec un insert à l'extrémité N-terminale de pill 
conservent leur infectivité (Smith, 1988). Cette protéine, plll, est donc une bonne 
candidate pour l'insertion de peptides ou de protéines que l'on veut exposer à la surface 
des phages. La construction de peptothèques sur ces phages, en insérant un 
oligonucléotide dégénéré pouvant coder de 6 jusqu'à environ 30 a.a. dans le gène de plll, 
offre alors d'immenses possibilités pour le criblage de cette peptothèque dans le but de 
trouver des ligands spécifiques à des protéines données (voir figure no.2). 
Depuis les premiers rapports, les applications des peptothèques sur phages ont 
beaucoup varié. Ces constructions peuvent maintenant être vues comme une technologie 
très puissante pour la détermination d'interactions protéines-protéines, et bien plus 
encore, comme on peut le constater dans les exemples qui suivent. Les premières 
utilisations de cette technologie visaient principalement à identifier des épitopes reconnus 





Fllamentous Phage RF DNA 
Transformed lnto host cells to produce phage partlcles 
C<~~ 
/ 





Library of phage expressing many different peptides fused to pll 
Figure no.2: Construction d ·une peptothèque. 
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Un vecteur de phage filamenteux (Ml3, fd, fl) est utilisé pour cloner un oligonucléotide 
contenant une région dégénérée. L · insert est placé dans le cadre de lecture pour la protéine III. 
Le produit final est un répertoire de peptides placés à l'extrémité N-terminale des phages . 
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al.,1988;Scott et Smith,1990;Cwirla et al.,1990;Breitling et al.,1991;Lenstra et 
al.,1992;Stephen et Lane,1992;Christian et al.,1992;Adey et Kay,1993). Les 
peptothèques ont aussi servi à déterminer la séquence peptidique se liant à la streptavidine 
(Devlin et al., 1990) et à la biotine (Saggio et Laufer, 1993). Par la suite, on a pu de la 
même manière faire l'identification de motifs reconnus par des antigènes (Ag) MHC de 
classe II (Hammer et al.,1992), produire des vaccins avec les phages (Smith,1993), et 
faire l'identification de ligands ou de dérivés de ligands de plus grande affinité pour leur 
récepteur (Bass et al.,1990;Lowman et al.,1991). Aussi, on a trouvé des peptides se liant 
à la calmoduline (Jamieson et al., 1993), à la concanavaline A (Scott et 
al.,1992;0ldenburg et al.,1992), ainsi qu'au galactose (Swimmer et al.,1992). De plus, 
l' ADN correspondant à des fragments de Fab peut être cloné dans pIII pour cribler avec 
un Ag particulier (Barbas III et al., 1991 ;McCafferty et al., 1990;Burton et 
al.,1991;Clackson et al.,1991). Enfin, des dérivés de l'inhibiteur de l'élastase de 
neutrophile avec une affinité augmentée pour cette protéase ont été trouvés à partir de 
l'inhibiteur naturel (Roberts et al. , 1992 a et b), et des substrats de protéases ( subtilisin 
BPN et variantes,facteur Xa) ont pu être caractérisés par immobilisation des phages et 
clivage dans la région dégénérée (Matthews et al., 1993). 
La méthode générale pour trouver des ligands peptidiques à une protéine consiste 
à immobiliser celle-ci, soit en la biotinylant et en la fixant sur un pétri recouvert de 
streptavidine, soit en la liant directement à des billes d'agarose. La peptothèque est 
incubée avec la protéine immobilisée, puis les phages non liés sont lavés et par la suite 
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les phages qui se sont liés à la protéine sont élués avec un tampon pH 2 qui dissocie les 
interactions formées. Il est aussi possible de séparer les clones de différentes affinités par 
des lavages avec une série de tampons à pH décroissants (Roberts et al.,1992b). L'éluat 
est alors neutralisé, puis amplifié et soumis à un 2ième tour de sélection, et ainsi de suite 
jusqu'à ce que le rendement de la sélection montre un enrichissement des phages 
spécifiques. Par séquençage de l' ADN de clones isolés, une séquence consensus est 
habituellement trouvée, correspondant au ligand de la protéine ayant servi au criblage. 
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La technologie des peptothèques sur phages peut être exploitée pour le 
développement d'inhibiteurs peptidiques spécifiques à la protéase adénovirale. La 
peptothèque de 6 a.a. de Scott et Smith (1990) ainsi que celle de 15 a.a. de Devlin et 
collaborateurs (1990) seront utilisées dans l'étude de la protéase de !'adénovirus. 
Puisque l'application la plus documentée concerne le criblage des peptothèques 
par des anticorps monoclonaux, une expérience semblable sera d'abord effectuée pour 
tester la méthode et l'intégrité des peptothèques fournies. 
L'anticorps monoclonal M73, dirigé contre la protéine EIA des adénovirus de 
type 2 et 5, est le plus fréquemment utilisé pour immunoprécipiter ElA (Harlow et 
al., 1985). L'épitope reconnu par M73 est continu car 1 'anticorps reconnaît la protéine 
native et dénaturée (Harlow et al.,1986). L'épitope ajusqu'ici été localisé dans la région 
C-terminale de ElA, entre les résidus 221 à 289 sur la protéine de 13S (voir figure 
no.3), (Kleinberger et Shenk, 1991). 
Les deux peptothèques seront incubées avec ! 'anticorps M73 biotinylé, puis les 
complexes immobilisés sur un pétri recouvert de streptavidine. Après lavages, élution et 
neutralisation, les éluats seront amplifiés et soumis à un 2ième et 3ième tour de sélection 
des phages. Les éluats (output) ainsi que les phages utilisés dans la sélection à chaque 
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tour (input) seront titrés pour déterminer le pourcentage de rendement de chaque tour de 
sélection, ce qui indiquera la spécificité du criblage. Des clones isolés seront alors 
analysés (extraction del' ADN puis séquençage de l'insert), la séquence sera traduite en 
a.a. et comparée à la séquence de ElA pour déterminer quel est l'épitope. Cette 
expérience, en plus de permettre de se familiariser avec cette technologie, donnera un 
aperçu du rendement de chaque peptothèque. 
La méthode sera ensuite modifiée pour le criblage par la protéase adénovirale de 
type 2 purifiée, selon la technique plus récente de Roberts et collaborateurs (1992,b). La 
protéase sera d'abord immobilisée par liaison à des billes d'agarose. La peptothèque sera 
alors criblée avec la protéase activée par le peptide pVI-C ou non, mais l'élution se fera 
cette fois de manière à discriminer entre les clones d'affinités différentes pour la 
protéase, i.e. avec des tampons de pH décroissants de 6 à 2. Ces modifications ont pour 
but d'optimiser la sélection vers les clones de forte affinité pour la protéase, car un 
inhibiteur doit être très spécifique. De la même manière que décrit, l'éluat pH 2 sera 
amplifié et soumis à une 2ième sélection et ainsi de suite jusqu'à ce qu'un titrage montre 
un enrichissement considérable de l'éluat pH 2 par rapport aux autres. Les clones isolés 
seront analysés et leur séquence en a.a. comparée au site de clivage de la protéase, dans 
le but de voir si le peptide se lie au site actif de la protéase. Finalement, des tests de 
liaison à la protéase seront effectués sur ces clones isolés pour évaluer leur spécificité 
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Figure no.3: Cartographie de la protéine EIA des Adénovirus. 
Les différentes régions de liaison à des protéines cellulaires connues sont montrées. La protéine de 289 a.a. est le plus grand produit 
d 'épissage de El A. Dans cet exemple, la région del' épitope reconnu par M73 sur EIA des adénovirus de type 2 et 5 est montrée . 
• • 
Matériel et méthodes 
A) Criblage des peptothèques 
1) Criblage avec MAb73: Biopanning: 
a) Biotinylation de l'anticorps: 
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L'anticorps M73 (Oncogene Sciences) a été biotinylé à l'aide du réactif de 
biotinylation NHS-LC-Biotin (Pierce). Ce composé réagit avec les amines primaires pour 
y additionner un groupement biotine. L'anticorps commercial, (environ 40µg), est 
lyophilisé jusqu'à un volume d'environ 20µL, puis 4µL de tampon NaHC03 lM y sont 
ajoutés. Le réactif de biotinylation (1 mg) est dissout dans 2 mL de solvant NaOAc 2mM, 
pH 6. 20 µL de cette solution sont ajoutés à la préparation d'anticorps, et le mélange est 
laissé à la température de la pièce pendant 2 heures. 500 µL de tampon éthanolamine lM 
pH 9 sont ajoutés à ce mélange réactionnel pour bloquer les groupes n'ayant pas réagi 
et l'incubation est poursuivie pendant 2 heures. 20 µL de BSA (50mg/mL) sont ajoutés 
ainsi que 1 mL de tampon TBS, puis cette solution est transférée dans un tube centricon-
30 KD (Amicon) et centrifugée selon les instructions du fabriquant pour éliminer la 
biotine libre. Après deux lavages de 2 mL chacun de tampon TBS, le culot est 
resuspendu dans un volume final de 200 µL de TBS avec 0,02 % de NaN3• 
b) Sélection des phages : 
5 µL de peptothèque de 6 a.a. (Scott et Smith,1990, fournie par G.P. Smith) ou 
20 µL de peptothèque de 15 a.a. (Devlin et al., 1990, fournie par Chiron corporation) 
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sont incubés avec 5 µL de l'anticorps biotinylé (200ug/mL) 16 heures à 4 °C. En même 
temps, un pétri (Falcon,60 x 15mm) de streptavidine est préparé en y ajoutant 20 µL de 
streptavidine (lmg/mL) et 2 mL de NaHC03 0,1 M. Le pétri est incubé dans une boîte 
de plastique humidifiée, 16 heures à 4 °C, pour être ensuite bloqué pendant 1 heure avant 
son utilisation, avec un tampon NaHC03 0, 1 M contenant 5mg/mL de BSA et 100 
µglmL de streptavidine. Le pétri est lavé 3 fois avec un tampon TBS contenant du 
Tween-20 à 0,5 % vol./vol.; puis le même tampon ( 1 mL) est ajouté au mélange de 
peptothèque et d'anticorps et le tout pipetté sur le pétri. Après une incubation de 10 min. 
avec agitation à la température de la pièce, les phages non liés au pétri sont lavés avec 
10 mL de TBS/tween-20 10 fois, sur une période d'environ 1 heure, avec agitation. Le 
dernier lavage est enlevé et 800 µL de tampon d'élution (glycine-HCl, avec 1 mg/mL de 
BSA, pH 2.2) sont ajoutés au pétri qui est incubé 20 min. avec agitation pour dissocier 
les phages liés à l'anticorps. L'éluat est enlevé et neutralisé avec 48 µL de tampon tris 
2M. L'éluat du premier tour de sélection est concentré jusqu'à 50 µL par centrifugation 
sur centricon 30KD (Amicon) tel que décrit dans les instructions du fabriquant, puis 
amplifié en milieu solide. Le premier éluat amplifié (5 µL) est soumis à un deuxième 
tour de sélection comme déjà décrit. 50 µL de l'éluat du deuxième tour de sélection sont 
directement amplifiés sans concentration, et un troisième tour est effectué en diminuant 
la concentration d'anticorps de 1000 et 10 000 fois respectivement à chaque tour pour 
enrichir les clones spécifiques à l'anticorps M73. 
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c) Amplification des phages en milieu solide: 
Au départ, l'on croyait que l'amplification des phages en milieu liquide créerait 
une demande pour la fonction d'infectivité des phages et favoriserait certains clones par 
rapport à d'autres. Ainsi, on crut qu'il était préférable d'amplifier en milieu solide pour 
favoriser la diversité des clones, mais le groupe de Cwirla (1990) a eu de bons résultats 
en amplifiant en milieu liquide. 
50 µL d'éluat et 50 µL de bactéries "starved" (section 2.a) sont incubés à 37°C 
10 min. sans agitation, dans un tube de 15 mL. 2 mL de milieu 2xYT (Sambrook et 
al., 1989) sont ajoutés au tube, avec 0,2 µg/mL de tétracycline (Lederle) pour la 
peptothèque de 6 a.a. ou 0,5 µg/mL d'ampicilline (Ayerst) pour la peptothèque de 15 
a.a., et le tube est incubé 30 min. à 37°C avec une agitation vigoureuse. Le produit de 
l'infection est ensuite étalé sur 3 grands pétris (150 x 15mm, Fischer) de 2xYT contenant 
de l'agar à 1,5% et 20µg/mL de tétracycline (peptothèque de 6 a.a.) ou 50 µg/mL 
d'ampicilline (peptothèque de 15 a.a.). Les pétris sont incubés à 37°C de 24 à 48 heures. 
Un total de 30 mL de TBS est ensuite versé sur les pétris, les colonies sont grattées et 
la suspension transférée dans un tube "oak ridge" de 40 mL stérile. Les phages sont 
purifiés par deux centrifugations à 5 et 10 Krpm 10 min. dans un rotor SS34, en 
transférant le surnageant dans un nouveau tube à chaque fois. Le surnageant est ensuite 
chauffé à 70°C 30 min., puis recentrifugé, et le volume net du surnageant final est 
calculé. 0,15 volume d'une solution de PEG/NaCl (16,7%, 3.3 M) est ajouté au 
surnageant, puis le mélange est agité et incubé sur glace au moins 4 heures. Le précipité 
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de PEG est centrifugé à 17 Krpm 30 min. dans un rotor SS34 à 4 °C, puis le surnageant 
est complètement enlevé et le culot est resuspendu dans 1 mL de tampon TBS. Après 
transfert dans un tube de 1,5 mL, les bactéries restantes sont centrifugées quelques 
minutes dans une microcentrifugeuse, le surnageant clair est transferé dans un nouveau 
tube, 150 µL de PEG/NaCl sont ajoutés et le tube est agité et incubé sur glace au moins 
2 heures. Le précipité est alors centrifugé 15 min. dans une microcentrifugeuse à 4 °C 
et le culot est finalement resuspendu dans 100 µL de TBS contenant 0,02 % de NaN3• 
Cette suspension constitue l'éluat amplifié et est utilisée (5 µL) pour un autre tour de 
sélection. 
2) Criblage avec la protéase adénovirale recombinante de Ad2. 
a) Purification: 
La protéase recombinante peut être exprimée à partir du vecteur pLPV et purifiée 
par différentes méthodes chromatographiques tel que décrit (Tihanyi et al., 1993;Rancourt 
et al.,1993), sauf qu'à la dernière étape de purification, la protéase est éluée avec un 
tampon borate 0, lM pH 8,5, contenant 10% de glycérol, 0,5mM de DIT et 0,2mM de 
EDTA (tampon de couplage). La protéase éluée est concentrée à environ 150 à 250 µg 
par mL sur centricon lOKD (Amicon). 
b) Liaison de la protéase aux billes d'agarose: 
Environ 500µg à lmg de protéase pure de Ad2 (section A.2.a) sont liés par mL 
de billes d'agarose (reacti-gel 6x, Pierce). Les billes sont préalablement lavées 3 à 5 fois 
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avec le tampon de couplage. La protéase concentrée est ajoutée au gel, le tube est fermé 
sous azote et incubé tel que décrit dans les instructions du fabriquant, environ 30 heures 
avec rotation à 4 °C. Puis, les sites n'ayant pas réagi sont bloqués avec un tampon tris 
0, 1 M, pH 8,5 pendant 2 à 4 heures. Les billes sont ensuite lavées plusieurs fois avec 
un tampon phosphate 20mM pH 6,5, 10% glycérol, 1 mM DTT, 1 mM EDTA avec 150 
mM NaCl (tampon PBS). La protéase liée au gel est entreposée à 4°C dans une 
suspension de billes de 50% vol./vol. sous azote, et semble stable pour au moins 2 
semaines environ. L'activité de la protéase liée aux billes est testée pour vérifier 
l'intégrité de l'enzyme après ce traitement (section D.3). 
c) Sélection des phages: 
40 µL d'une suspension de billes 50% vol./vol. sont prélevés et lavés avec le 
tampon PBS avant le criblage de la peptothèque. 5 µL de la peptothèque de 15 a.a. 
amplifiée (section B. l.b) sont ajoutés aux billes, et le mélange est incubé 16 heures à 
4 °C avec rotation pour garder les billes en suspension. Le criblage avec la protéase 
activée se fait de la même manière, sauf que le peptide pVI-C (excès molaire d'environ 
50 fois) est ajouté à la protéase et le mélange est incubé 1 heure avant d'ajouter les 
phages. 0,5 mL de tampon PBS avec BSA (lmg/mL) est ajouté et l'incubation est 
prolongée un autre 5 min. avec rotation. Les phages non liés sont lavés à la température 
de la pièce , ou à 4 °C lorsque mentionné et pour la protéase activée, avec 0,5 mL de 
tampon PBS contenant 0,5 % de tween-20 10 fois en agitant 5 min. entre chaque lavage, 
puis les phages liés sont élués par deux lavages de 5 min. chacun, avec 0,5 mL de 
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tampon citrate (O,lM,10% glycérol, lmM DTT et 0,5mM EDTA, NaCl 150mM, BSA 
lmg/mL) aux pH 6.0, 5.0, 4.0, 3.0 et 2.0. Les deux éluats d'un même pH sont 
regroupés, neutralisés avec un tampon tris 3M, et titrés en duplicata en même temps que 
les phages utilisés pour la sélection (input) pour calculer le pourcentage de rendement de 
chaque éluat. L'éluat pH 2 est concentré sur centricon 30KD jusqu'à 50 µL environ, puis 
amplifié en milieu liquide (section A.2.d). L'éluat amplifié est soumis à un deuxième 
tour de sélection, et de la même manière, les éluats pH 2 de chaque tour sont amplifiés 
et soumis à un autre tour de sélection jusqu'à ce qu'un titrage montre un enrichissement 
considérable de l'éluat pH 2 par rapport aux autres éluats. 
d) Amplification des phages en milieu liquide: 
L'infection se fait de la même manière que pour l'amplification en milieu solide, 
sauf qu'au lieu d'étaler l'infection sur des pétris, 20 mL de milieu 2xYT sont ajoutés 
avec 50µg/mL d'ampicilline (peptothèque de 15 a.a.) et le tube est incubé 16 heures à 
37°C avec agitation. Le tube est ensuite centrifugé et les phages purifiés comme décrit 
(section A. l.c). 
B) Manipulation des phages filamenteux 
1) Amplification d'une peptothèque primaire: 
a) Peptothèque de 6 a.a (fd-tet): 
La peptothèque de 6 a.a. de Scott et Smith est construite à partir du vecteur fd-tet, 
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qui est défectueux pour la synthèse du brin moins (-) du phage, donc qui a une infectivité 
inférieure aux phages de type sauvage; le protocole pour amplifier cette peptothèque doit 
tenir compte de ce défaut. 
Deux Erlenmeyers de 2 L contenant chacun 1 OO mL de terrifie broth (Sam brook 
et al., 1989) sont inoculés avec une culture de K91Kan (Smith et Scott, 1993) ayant 
poussé 16 heures dans du milieu 2xYT avec lOOµg/mL de Kanamycine. Les Erlenmeyers 
sont agités vigoureusement à 37°C jusqu'à ce qu'une dilution de 1110 ait une D.0. 600 
d'environ 0,2. L'agitation est ralentie pour 5 min. pour laisser se régénérer les F-pilis 
échangés. 10 µL de peptothèque primairé (environ 1012 particules) sont ajoutés, et une 
faible agitation est poursuivie pour 15 minutes supplémentaires. Les cultures sont versées 
dans deux Erlenmeyers de 2 L préchauffés à 37°C, contenant 1 L de 2xYT avec 0,22 
µg/mL de tétracycline. Les cultures sont agitées vigoureusement 35 min. à 37°C, puis 
1 mL de tétracycline (20 mg/mL) est ajouté à chaque Erlenmeyer, et l'agitation est 
continuée pendant 16 heures. Les phages sont ensuite purifiés comme décrit dans la 
section c . 
. b) Peptothèque de 15 a.a. (M13mpl9): 
Dans un tube de 40 mL, 5 mL de milieu sont inoculés avec 50 µL d'une culture 
de K91Kan; le tube est agité à 37°C jusqu'à ce que la culture soit trouble. 2,5 mL de 
cette culture sont pipettés dans un Erlenmeyer de 2 L contenant 1 L de milieu LB 
(Sambrook et al.,1989) préchauffé à 37°C avec 0,5ug/mL d'ampicilline et la culture est 
agitée vigoureusement à 37°C jusqu'à ce qu'elle soit trouble. Entre temps, l'autre 2,5 
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mL de culture de K91Kan est infecté avec 200 µL de la peptothèque de 15 a.a.(environ 
1012 particules) et le tube est agité vigoureusement à 37°C environ 1 heure. Cette culture 
est ensuite pipettée dans celle de 1 L, et l'Erlenmeyer est agité vigoureusement à 37°C 
pendant 16 heures. Les phages sont ensuite purifiés comme décrit dans la section c. 
c) Purification des phages: 
Les quantités indiquées correspondent à la purification de la peptothèque de 6 
a.a.; les corrections pour la peptothèque de 15 a.a. sont indiquées. 
1 L d'une culture en phase stationnaire est centrifugé à 5 Krpm 10 min. à 4°C, 
puis le surnageant est recentrifugé à 8 Krpm 10 min. à 4 °C. Le surnageant clair est versé 
dans des tubes à centrifuger prépesés, et le volume net est calculé. A chaque bouteille, 
0, 15 vol. de PEG/NaCl est ajouté et les bouteilles sont mélangées avec plusieurs 
inversions, et gardées sur glace au moins 4 heures. Le précipité est récupéré par une 
centrifugation à 8 Krpm 40 min. à 4 °C et le surnageant est complètement enlevé. 10 mL 
de tampon TBS (tris 50 mM,NaCl 150 mM, pH 7 ,5) sont ajoutés à chaque bouteille, et 
le culot est dissout en agitant 30 min. à 37°C. La suspension de chaque bouteille est 
transférée dans un seul tube "oak ridge" et le tube est centrifugé à 10 Krpm 10 min. dans 
un rotor SS34. Le surnageant est versé dans un nouveau tube et 4,5 mL de PEG/NaCl 
sont ajoutés et le tube est incubé sur glace au moins 1 heure. Le précipité est récupéré 
par une centrifugation à 10 Krpm 10 min., puis dissout avec 10 mL de TBS en vortexant. 
La solution est versée dans un tube à centrifuger de 12 mL. 
Une solution de CsCl de 31 % poids/poids est préparée, d'une densité de 1,30 
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g/mL, en mélangeant 4,83g de CsCl avec les phages dissouts dans un tube de 12 mL à 
centrifugation (polyallomer); le poids net est ensuite ajusté à 10,75g. Si on purifie une 
culture de phage à infectivité de type sauvage (peptothèque de 15 a.a.), la quantité de 
CsCl est multipliée par 6 et les phages divisés en 6 tubes à centrifuger. Le tube est 
centrifugé à 37 Krpm 48 heures dans un rotor SB 283 à 5°C. Le tube est ensuite illuminé 
pour voir la bande de phage, très pâle, bleuâtre, qui est récupérée dans un nouveau tube 
à centrifuger de 12 mL (polyallomer); 2 à 3 bandes de phage peuvent être mises 
ensemble. Le tube est rempli avec du TBS, puis fermé et inversé plusieurs fois pour 
mélanger le contenu et centrifugé à 40 Krpm pendant 16 heures dans un rotor SB 283. 
Le surnageant est complètement enlevé, puis le culot est dissout dans du tampon TBS 
pour obtenir une concentration d'environ 2 x 1014 virions/mL (environ 2 mL/L de culture 
pour la peptothèque de 6 a.a, et 6 mL/L de culture pour la peptothèque de 15 a.a.), en 
vortexant, puis laissé 16 heures au froid et revortexé. La solution de phage est 
centrifugée brièvement et aliquotée dans des eppendorfs de 500 µL. NaN3 est ajouté aux 
phages à 0,02 % comme préservatif. Des dilutions du stock de phages sont titrées pour 
évaluer la quantité de phages amplifiés. 
2) Préparation des bactéries p+ pour les infections: 
a) Cellules "starved" (en milieu appauvri): 
Des bactéries K91Kan (fournies par G.P. Smith) sont inoculées dans 20 mL de 
milieu 2xYT contenant lOOug/mL de Kanamycine (Sigma), jusqu'à une densité optique 
à 600nm d'environ 0.45. L'incubation est prolongée 5 min. avec une légère agitation. 
Les cellules sont par la suite centrifugées à 2.2 Krpm lOmin (rotor HG-4), le surnageant 
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est enlevé et les bactéries dans le culot sont resuspendues doucement dans 20 mL de 
NaCI 80mM. La suspension est ensuite agitée doucement à 37°C pendant 45 min., puis 
centrifugée comme précédemment. Les cellules sont resuspendues dans 1 mL de 80mM 
NaC1/50mM NH4H2P04, pH7 stérile (tampon NAP) . Ces cellules peuvent être utilisées 
dans la journée même pour une infection rapide avec les phages filamenteux. 
b) Cellules "starved" congelées: 
Pour préparer un stock de bactéries comme en a), la même procédure est utilisée 
à plus grande échelle. Deux Erlenmeyers de 2L contenant chacun 500 mL de 2xYT avec 
Kanamycine (lOOug/mL) sont inoculés avec des bactéries K91Kan, agités à 37°C jusqu'à 
OD600 de 0,3-0,4 puis l'agitation est ralentie pour un autre 5 min. d'incubation. Le 
contenu des Erlenmeyers est centrifugé à 2.2 Krpm lOmin. sur rotor HG-4, puis le 
surnageant est enlevé, et les cellules resuspendues dans 125mL de NaCl 80mM , 
incubées avec agitation 45 min. à 37°C, centrifugées comme précédemment et le culot 
est gardé sur glace jusqu'à la fin de la préparation. Les cellules sont resuspendues dans 
40 mL de tampon NAP, centrifugées à 2.2 Krpm 10 min. et le surnageant est enlevé 
complètement. Le culot est resuspendu dans 1,2 mL de tampon NAP contenant du 
glycérol à 10% vol/vol. Des aliquots de 50µL sont pipettés et congelés à -80°C. Ces 
bactéries peuvent être utilisées en leur ajoutant 450µL de tampon NAP en pipettant 
doucement pour les resuspendre et doivent être utilisées immédiatement. 
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3)Titrage des unités de transduction (TU): 
Les peptothèques primaires ou amplifiées sont d'abord diluées à 10-1-10-s, tandis 
que les éluats amplifiés sont dilués à 10-6 avec du tampon TBS stérile contenant de la 
gélatine (0,1 %). Les éluats sortant directement d'un tour de sélection de la peptothèque 
ne nécessitent pas de dilution avant d'être titrés. lOµL de l'éluat et lOµL de bactéries 
(section B. l.b) sont incubés 10 min. sans agitation, à la température de la pièce. lmL 
de milieu 2xYT est ensuite ajouté au tube, puis le mélange est incubé à 37°C avec 
agitation de 30 à 45 min .. 20 uL des infections et de chaque dilution en série 10-1 et 10-2 
sont alors déposés sur un pétri d'agar 1,5 % préalablement séché 24 à 48 heures à 37°C, 
et contenant lOOµg/mL de Kanamycine, et soit 40µg/mL de tétracycline avec la 
peptothèque de 6 a.a ou lOOµg/mL d'ampicilline avec la peptothèque de 15 a.a .. Le pétri 
est incubé à 37°C pendant 16 heures et les colonies (TU,transducing units) sont comptées 
pour chaque éluat. 
4) Sélection des clones isolés: 
Les infections de phages d'un troisième ou quatrième tour de sélection, après 
titrage, sont étalés sur un pétri d'agar 1,5 % , contenant l'antibiotique approprié, pour 
avoir environ une centaine de colonies isolées. 20 colonies ou plus sont piquées et 
transférées dans un tube stérile contenant 1 mL de milieu 2xYT. En même temps, 10 µL 
d'une culture de K91Kan sont ajoutés à 1 mL de milieu 2xYT pour chaque colonie 
isolée, et ces cultures sont incubées pendant 2 heures à 37°C avec agitation. 10 mL de 
milieu 2x YT sont ensuite ajoutés à chaque culture de phage isolé ainsi que 1 mL de la 
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culture de bactéries K91Kan. Les tubes sont agités à 37°C de 5 à 8 heures, puis les 
cultures sont centrifugées à 3 Krpm 10 min. dans un rotor HG-4. Les sumageants 
contenant les phages isolés sont transférés dans des tubes de 15 mL stériles et entreposés 
à 4°C. 
5) Extraction del' ADN simple brin: 
A partir de cultures de clones isolés (section B.4), l' ADN des phages est isolé 
avec le système "phageprep kit" de la compagnie Pharmacia, selon les directives du 
fabriquant. La concentration d' ADN est ensuite dosée approximativement par dépôt sur 
un pétri d'agarose contenant du bromure d'éthidium, et en comparant avec des solutions 
de concentrations connues sous lumière U.V .. 
6) Séquençage del' ADN simple brin: 
L' ADN simple brin extrait des phages isolés est séquencé avec le système "T7 
sequencing kit" de la compagnie Pharmacia, selon les directives de la compagnie. 
L'amorce pour le séquençage de clones isolés de la peptothèque de 6 a.a. est: 
5'-CCCTCATAGTT AGCGTAACG-3' 
provenant de l'Université Queen's à Kingston, et correspond aux nucléotides 
complémentaires (brin -) aux bases 1717 à 1736 de fd-tet, et l'amorce pour la 
peptothèque de 15 a.a. est: 
5' -ACAGACAACCCTCATAGTT AGCG-3' 
fournie par le Dr Bourgaux à Sherbrooke, et correspond aux nucléotides complémentaires 
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(brin -) aux bases 1722 à 1744 de M13mp19. 
L'hybridation des amorces sur l'ADN est effectuée à 65°C durant 5 min., puis les 
échantillons sont laissés à la température de la pièce environ 30 min. avant de procéder 
avec les réactions de séquençage. Les gels de séquençage 6 % sont préparés selon les 
directives du fabriquant à partir du système "LKB 2010 Macrophor Sequencing System". 
La migration des échantillons s'effectue à 28 mA, à 55°C, durant 2 à 3 heures. 
C) Tests d'activité de la protéase adénovirale: 
1) Préparation du substrat Ad2tsl: 
Des cellules Hep-2 (Moore et al., 1955) sont cultivées dans des pétris de 100 mm 
contenant du milieu Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) (Dulbecco et Freeman, 1959), 
supplémenté avec 10% de sérum de veau. Les cellules sont infectées avec le virus Ad2tsl 
lorsqu'elles atteignent une confluence de 90-95 % , avec une multiplicité d'infection (MOI) 
de 10 unités de formation de plage (PFU, plaque forming unit) par cellule. La 
concentration du sérum dans le DMEM est ensuite abaissée à 2,5 % . Les cellules 
infectées sont incubées à 39°C pendant 20 heures puis de la méthionine-[35S] (Amersham) 
est ajoutée à lOOµCi/mL et les cellules sont marquées pendant 3 heures. Par la suite, 
8mL de DMEM sont ajoutés aux pétris et l'incubation est poursuivie à 39°C jusqu'à la 
44ième heure. Les cellules sont alors récoltées, puis lysées par 6 cycles de 
congélation/décongélation. Les particules virales dans le surnageant sont concentrées sur 
un gradient de chlorure de césium préformé (l,2-1,5g/mL) par une centrifugation à 
35Krpm, 1,5 heures à 4°C, dans un rotor SB283 (Weber,1976;Khittoo et Weber,1977). 
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La bande virale, correspondant à une densité de 1,345g/mL, est récoltée par aspiration, 
déposée sur une solution de CsCl (1,4g/mL) et centrifugée à 27Krpm 18 heures à 4°C, 
sur un rotor SB 283. Les capsides sont ensuite éclatées par un traitement à la pyridine 
10% pendant 30 minutes, et la solution est dialysée contre du TE lx à 4 °C. 
2) Test d'activité avec la protéase purifiée: 
L'activité enzymatique de la protéase purifiée est testée en l'incubant, dans un 
tampon pH 6.5 à 7.0, avec le substrat radioactif Ad2tsl (105 CPM) préparé comme décrit 
(section D. l), à 37°C pendant 18 heures. Le produit de la réaction est déposé sur un gel 
polyacrylamide-SDS 12,5 % , et visualisé par autoradiographie. 
3) Test d'activité avec la protéase liée à des billes d'agarose: 
Environ 25µg de protéase liée à des billes d'agarose (section A.2.b) sont lavés 
dans un tampon PBS, puis le substrat Ad2tsl marqué, préparé comme décrit 
précédemment, est ajouté aux billes, et le mél~ge est incubé à 37°C 18 heures avec 
rotation. Le produit de clivage est déposé sur un gel polyacrylamide-SDS 12,5% et 
visualisé par autoradiographie. 
4) Test de liaison des phages à la protéase: 
Les 20 clones isolés par sélection avec la protéase, numérotés de 1à20, ainsi que 
M13mp18 ont été amplifiés par infection puis centrifugation et précipitation au PEG 4 
heures à 4 °C. Les culots de phages ont été resuspendus dans lOOµL de TBS et des 
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dilutions de ces suspensions ont été dosés par spectrophotométrie à 260nm. Une fois les 
dilutions ajustées pour avoir une même densité optique pour tous les phages, ceux-ci ont 
été déposés (lOOµL) sur un filtre de nitrocellulose ou de nylon à l'aide d'un appareil 
"dot-blot" (Schleicher et Schuell). 
Pour la liaison des phages au nitrocellulose, la membrane ainsi qu'un papier 
"Whatman" ont été équilibrés avec un tampon TBS puis déposés sur 1 ·appareil. Les puits 
ont été lavés 2 fois avec du tampon TBS sous vide, puis le vide a été enlevé et lOOµL 
d ·échantillon de phage ont été déposés dans les puits avec un vide léger pour faire 
pénétrer les échantillons par la suite. Les puits ont ensuite été lavés 2 fois, la membrane 
a été enlevée et séchée à l'air quelques minutes et placée dans un sac avec lOmL de 
tampon de blocage {TBS,BSA,NP40). Le blocage s'est effectué pendant 4-5 heures à la 
température de la pièce, puis la solution a été enlevée et remplacée par une solution 
fraiche contenant 50µL de préparation de protéase (bactéries AR/120 contenants le 
plasmide pLPV) et la membrane a été incubée 16 heures environ. 
La solution a été enlevée puis la protéase a été révélée de la même manière que 
pour un "western blot" {Towbin et al., 1979). 
Pour vérifier si la quantité de phages déposée sur le filtre était la même pour tous 
les phages, une membrane de nylon ainsi qu ·un papier "Whatmarn" ont été mouillés avec 
une solution de 6X SSC (Sarnbrook et al., 1989) puis déposé sur l'appareil "dot blot". 
Les puits ont été lavés 2 fois avec du 6X SSC, puis 50µL de chaque phage ont été 
ajoutés avec un vide léger et les puits lavés avec du 6X SSC sous vide. Le filtre a ensuite 
été séché à 80°C pendant 2 heures puis préhybridé à 67°C 1 heure avec une solution 6X 
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SSC, lOX Denhardt (lOOX= 0,2gPVP, 0,2gFicoll, 0,2g BSA pour une solution de 10 
mL), 0,2 % SDS. La solution a été enlevée, puis la membrane a été rincée avec 50 mL 
de 6X SSC 1 min. à la température de la pièce. La membrane a ensuite été hybridée avec 
une solution de 6X SSC, lOX Denhardt contenant 2-5 x 10.Q CPM d ·une sonde 
radioactive, en l' occurence l'amorce utilisée pour le séquençage de la peptothèque de 15 
a.a .. La sonde a été préparée en incubant 2 uL de l'amorce avec le tampon (lOX) de 
l'enzyme T4 polynucléotide kinase (T4PNK), lµL de DTT lmM, 5µL de 32P-ATP 
(Amersham), lµL de T4PNK, 45 min. à 37°C. La réaction a été arrêtée à 65°C 10 min .. 
La membrane a été hybridée 1 heure à 42°C avec agitation, puis lavée avec 6X SSC à 
la température de la pièce. La membrane a été séchée et exposée à -70°C. 
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Résultats 
Jusqu'à dernièrement, les méthodes utilisées pour trouver des ligands à des protéines 
étaient plutôt laborieuses, demandant par exemple beaucoup d'informations sur la protéine cible. 
Plus récemment, une nouvelle technologie pour la détermination de ligands peptidiques à 
différents types de molécules, soit les peptothèques sur phages (peptide libraries, revues dans 
Smith et Scott, 1993;Scott, 1992), a été développée. Cette méthode permet le criblage par un 
anticorps, un récepteur ou encore une enzyme, de millions de peptides exprimés à la surface de 
phages filamenteux, rapidement et sans nécessiter une grande quantité d ·informations sur la 
protéine cible. 
Dans la présente étude, la méthode des peptothèques sur phages est utilisée dans le but 
de trouver des ligands à la protéase adénovirale de type 2 pouvant possiblement agir comme 
inhibiteurs. L'activité protéolytique étant nécessaire à l' infectivité des adénovirus et étant 
conservée dans les différents sérotypes (Weber, 1990), le développement d'un inhibiteur à la 
protéase devrait être utile pour bloquer toutes infections aux adénovirus. 
L'utilisation de peptothèques complexes sur phages pour le développement d'un inhibiteur 
à une protéase est une expérience sans précédent. Des dérivés plus spécifiques d ·inhibiteurs 
naturels d ·une protéase, l' élastase de neutrophiles bovine, ont déjà été trouvés grâce à cette 
méthode (Roberts et al., 1992a,b), mais aucune expérience utilisant des peptides complètement 
dégénérés sur des phages n ·a été rapportée. Cette méthode a été utilisée en premier lieu pour 
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la découverte d' épitopes reconnus par des anticorps monoclonaux avant que ses applications ne 
se diversifient largement. Il était donc de mise de débuter par une expérience préliminaire avec 
un anticorps monoclonal pour tester les peptothèques fournies et la méthode de criblage en 
général. L'anticorps monoclonal M73, dirigé contre la protéine El A des adénovirus de type 2 
et 5 et dont 1 'épitope exact est encore inconnu, a été choisi pour le criblage des peptothèques 
de 6 a.a. (Scott et Smith, 1990) et de 15 a.a. (Devlin et al., 1990). 
A) Criblage des peptothèques avec l'anticorps M73: 
L'anticorps monoclonal M73 reconnaît une région dans le 2ième exon de ElA de Ad2 
et Ad5; ceci a été démontré par la compétition entre un fragment protéique comprenant les 68 
a.a. en C-terminus de ElA (no. 221-289 sur la protéine de 13S) avec la protéine entière lors 
d'une immunoprécipitation. Cette région de El A bloque l' immunoprécipitation de la protéine 
complète par M73 mais non par un autre anticorps contre ElA, soit R7 (Harlow et 
al., 1985;Kleinberger et Shenk, 1991). Il est aussi anticipé quel' épitope soit continu, c'est-à-dire 
qu'il s'agisse d'une séquence dans la structure primaire de la protéine et qui ne dépend pas de 
sa structure tridimensionnelle car même dénaturé ElA est toujours immunoprécipité par M73 
(Harlow et al.,1986). 
L'anticorps monoclonal M73 a été biotinylé et incubé avec la peptothèque de 6 a.a. de 
Scott et Smith (1990) et celle de 15 a.a. de Devlin et collaborateurs (1990). Les complexes 
formés entre les phages et l'anticorps ont été immobilisés sur un pétri recouvert de streptavidine. 
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Les phages non liés à M73 ont été lavés, puis les phages liés ont été élués par un tampon acide 
(pH 2.2). Les phages récupérés ont été neutralisés, puis amplifiés en milieu solide et purifiés 
par précipitation au PEG. Les éluats amplifiés d'un premier tour de sélection ont été soumis à 
un deuxième tour, puis les éluats d'un deuxième tour amplifiés et soumis à un troisième tour de 
sélection, de façon à enrichir les phages ayant le plus d'affinité pour M73. Dans un premier 
tour, la sélection est généralement plus large pour permettre de récupérer tous les phages se liant 
à M73, ce qui est essentiel car chaque clone est peu représenté. Après amplification de cet éluat, 
il y a plusieurs représentants de chaque clone, alors la spécificité de criblage devient plus 
importante. De cette façon, aux 2ièmes et 3ièmes tours, la quantité d'anticorps fut diminuée de 
1000 et 10 000 fois respectivement par rapport au premier tour, dans le but de rendre la 
sélection des phages plus restrictive. Les phages des éluats des 3ièmes tours de sélection ont 
ensuite été analysés et les éluats de chaque tour ont été titrés ainsi que les phages ayant servi à 
la sélection (input) pour calculer le pourcentage de rendement de chaque tour. 
Les résultats et les rendements pour le criblage avec la peptothèque de 6 a.a. sont 
montrés au tableau no.3. L'augmentation de plus de 100 fois du pourcentage de rendement entre 
le 2ième et le 3ième tour indique un enrichissement des phages spécifiquement liés à M73. Le 
"background" correspond au nombre de phages que 1' on peut récupérer typiquement lors d'un 
premier tour de sélection et dont la majorité est non spécifique. L'éluat du premier tour n'est 
pas titré car il est entièrement utilisé pour l'amplification afin d'assurer la représentation de 
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Phage Titration (Tu/ml) 
Eluates Titre Yield (\) 
Background 3 X 10-5 
pt arnpl ified 1. 3 X 1013 
2nd 3 . 0 X 105 3.9 X 10-4 
2nd amplified 3.3 X 10 11 
3rd 1. 3 X 106 6. 5 X 10-2 
Tableau no.3: Résultats du criblage de la peptothèque de 6 a.a. par l'anticorps M73. 
Après 3 tours de sélection des phages avec l'anticorps M73 biotinylé, 53 clones isolés au hasard 
ont été analysés. Les 6 séquences des peptides correspondants sont données , ainsi que la 
fréquence ou le nombre de fois qu ·un peptide donné a été retrouvé sur les 53 analysés. Les titres 
pour chaque tour sont donnés à la droite du tableau. Le "background" est une valeur estimée 
selon le nombre de phages que J 'on peut récupérer dan s un prem ier tour de sélection, avant 
l'amplification , et qui sont en maj orité non -spécifiques (Smith et Scott, 1993) . Il est a noter que 
la séquence "B" a été retrouvée pour 3 clones différents, i.e. que 3 séquences en nucléotides 
différentes codent pour la même séquence en a.a . . La séquence consensus est encadrée . 
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Un consensus de (K/R/H/)HRH a été trouvé sur les 53 clones analysés au 3ième tour de 
sélection de la peptothèque de 6 a.a .. Ils· agit donc d ·une séquence basique, qui n'est par contre 
pas retrouvée dans la séquence primaire de ElA de Ad2. La séquence la plus riche en résidus 
basiques est en fait à l'extrémité C-terminale de El A, c ·est-à-dire le signal de localisation 
nucléaire de El A (S.L.N.) : KRPRP (Lyons et al., 1987)(voir la séquence à la figure no.4). 
Puisqu'il a déja été déterminé que l'épitope reconnu par M73 devrait être continu, le consensus 
trouvé a probablement soit une certaine homologie avec le véritable épitope, ou encore s'agit-il 
d'un mimotope, i.e. une séquence pouvant être différente de l'épitope mais quand même 
reconnue par l'anticorps dû par exemple à une homologie de structure et de charge. Une certaine 
homologie peut en fait être observée entre le consensus trouvé (K,R,H)HRH et le S.L.N. de 
El A. 
Les résultats du criblage avec la peptothèque de 15 a.a. se sont avérés plus concluants 
après l'analyse de 21 clones (tableau no.4). Encore une fois, l'augmentation du rendement entre 
le 2ième et le 3ième tour signifie un enrichissement spécifique, comme mentionné 
précédemment. Bien que le consensus soit moins évident, une tendance pour une séquence riche 
en résidus basiques et en prolines est observée. La comparaison de ces séquences avec ElA 
dévoile encore une fois une homologie avec le S.L.N. de ElA. En fait, l'un des isolats du 
tableau no.4 est KKPRP,(Q), donc ne différant du S.L.N. de ElA que par un changement 
conservatif d'une arginine en lysine (voir figure no.4). 
L ·homologie des différents clones avec le S. L. N. varie de très forte (isolat Q) à très 
• 
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Figur~ ~o.4: Alignen;ent des séquences en a.a . de El A des différents sérotypes d ·adénovirus. 
Les reg1ons conservees C~ 1, CR2 et CR3 sont indiquées ainsi que la région de J 'épi tope 




ISOLAT!S PEPTID! SEQUENCES FREQUENCY 
A 1-P-L-K-A-P-Y-P- K-H -L-K -R 1 
B E-N-R-L-V-S W-H-R-K P-S-T-Y-V 1 
c A-H-1 R-H -H- K -P-V-T-N-L-R-H 3 
D 1-T-T-F-S K-R -H-L -T-Y-K-L-N 1 
E 2 
F 1 
G S-1-S-T-H-S-H - K-R -H- S -A-V 1 
H A-S -H-T- K-P -R-H -P-T-Q-R-R 1 
l A-H- R-L-P -T -T-S-M-P -K-V -T 1 
J A-H -M-F- R-S-P -F -R-Y-P-N-S 2 
K T-F-A-F-H·Y-V-R-P-P-V R-N-H -R 1 
L N-1-Q-L-H-M H-R-H-T -H-K-T-E 1 
K A·H·l R·H·H·K -P-V-T-T -S-A-T 1 
N S-K-N-R-H-1- K-R-P-Y -N-L-Q 1 
0 A-H- Q-W H-F-P -R S-R-S-T-T-T-N 1 
P A·H-S-S-R-L- Y-S-P-T-1-S K-H-R 1 
Q F-S-Y -A-H-K K-K-P-R P-K-S -S-F 1 
Ad2 , 5 ElA NTS : K-R-P-R 
Tableau no.4: Résultats du criblage de la peptothèque de 15 a.a. par l'anticorps M73: 
Après 3 tours de sélection, 21 clones isolés ont été analysés. Les pourcentages de rendement 
étaient similaires à ceux montrés pour la peptothèque de 6 a .a., soient pour le ~ième tour 9, 7 
x 10·3 3 et 5,2 x 10·2 3 pour le 3ième tour. 17 séquences différentes en a .a. ont été retrouvées, 
chacune ne correspondant qu ·à un clone (une séquence en nucléotide). Le consensus a été 
encadré et aligné avec le Signal de localisation nucléaire (S.L.N .)de El A de Ad2 et 5. Il est à 
noter que l'isolat Q est identique au S.L.N. sauf pour une lysine remplaçant arginine à la 
deuxième position . 
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faible ou presqu ·inexistante, mais la plupart des clones ont quand même au moins une légère 
homologie avec le S.L.N .. En fait, la méthode ne permettait pas de séparer les clones de 
différentes affinités pour 1' anticorps, mais une expérience de biopanning avec un mélange égal 
del' isolat Q et d ·un isolat du 2ième tour de sélection ayant la séquence STLMSNGSLMPRSLV, 
donc n'ayant aucune homologie avec le S.L.N., a démontré que seulement l'isolat Q était 
récupéré après un tour de sélection (7 clones Q / 7 clones analysés au hasard), suggèrant que 
l'isolat Q est beaucoup plus spécifique à l'anticorps M73 que l'autre clone (résultats non 
montrés). 
Les résultats d'une expérience complémentaire à celle décrite ont par la suite été fournis 
par le Dr. S. Bailey (de l'université McMaster à Hamilton, Ontario). Des mutants de délétion 
dans la région C-terminale de ElA (12S) ont été immunoprécipités par M73. Les mutants sont 
les suivants: dl312 ne produit pas de ElA, dlS20 produit ElA de 243R seulement (12S), 
dll 133/S20 est délété aux résidus 239-2S4 (numérotation pour la protéine de 289R), dll 134/S20 
est délété aux résidus 2SS-270, dll 13S/S20 est délété aux résidus 271-284, dll 131/S20 est délété 
aux résidus 219-289 et finalement dll 136/S20 est délété aux résidus 28S-289 (S.L.N.); une carte 
de ces mutants est montrée à la figure no.Sa. 
Le fluorographe à la figure no.Sb montre l' immunoprécipitation de El A (12S) ainsi que 
des protéines cellulaires liées à ElA, i.e. plOSRh, p107, p300 et cycline A. ElA migre à 
différentes positions sur gel dénaturant dû à plusieurs sites de phosphorylation (Whyte et 
al.,1988;Giordano et al.,1989). L'anticorps MS8, aussi dirigé contre ElA, était utilisé comme 
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Figure no.5: Immunoprécipitation de mutants de délétion de ElA (12S). 
A)Carte des mutants de délétion de ElA. La région C-terminale seulement est montrée, où il 
y a les délétions; dans dl312 le gene complet est délété. L'ensemble de la protéine ElA a déjà 
été montré à la figure no.3. 
B)Ce fluorographe d'un gel polyacrylamide-SDS montre les produits d' immunoprécipitation de 
cellules HeLa marquées au 35S infectées avec les différents mutants de ElA.Les positions de 
ElA ainsi que des protéines cellulaires qui coprécipitent avec cette protéine sont indiquées. ElA 
migre a différentes positions sur gel dénaturant dû à plusieurs sites de phosphorylation (Whyte 
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contrôle positif dans ces expériences pour montrer l'expression des différents mutants. 
Les protéines qui coprécipitent avec ElA ne sont récupérées que lorsque El A est présent 
dans l' immunoprécipitation, ce qui démontre que les anticorps utilisés ne réagissent pas avec ces 
protéines cellulaires et que celles-ci interagissent spécifiquement avec ElA. Certaines protéines 
sont observées dans toutes les pistes et sont considérées comme le "background" dans cette 
expérience, réagissant non spécifiquement avec les anticorps ou la protéine A utilisés dans la 
technique. 
L ·absence d · immunoprécipitation dans les pistes 1 et 8 est due à l'absence de El A dans 
le mutant dl312, comme mentionné précédemment. Le mutant dl520 produisant la protéine de 
12S complète est immunoprécipité par les deux anticorps monoclonaux et sert de contrôle positif 
pour l' immunoprécipitation. Les mutants dll 133/520 et dll 134/520 ont aussi été 
immunoprécipités par M73, ce qui suggère que l 'épitope n ·a pas été délété dans ces mutants. 
Les mutants dll 135/520, dll 1311520 et dll 136/520 n ·ont pas été immunoprécipités par M73 
mais l'ont été par M58, démontrant qu ·ils sont effectivement produits mais que la région 
nécessaire à la reconnaissance par M73 n'est plus accessible ou qu'elle est délétée dans ces 
mutants. 
Selon ces résultats, un mutant dont seulement les 5 derniers a.a. de ElA (S.L.N.) sont 
délétés n'est plus immunoprécipité par M73 (mutant dll 136/520, piste 7 sur la figure no.Sb). 
Ces évidences montrent que le S.L.N. de ElA est nécessaire à la reconnaissance par M73, ce 
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qui est en accord avec les résultats obtenus avec les peptothèques. 
B) Criblage avec la protéase adénovirale: 
Dans le but de découvrir des peptides se liant à la protéase adénovirale de Ad2 et pouvant 
agir comme inhibiteurs, la peptothèque de 15 a.a. a été criblée avec cette enzyme. Un activateur 
de la protéase adénovirale a récemment été découvert (Mange! et al., 1993;Webster et al., 1993); 
il s ·agit du peptide pVI-C, qui se lie possiblement par un pont disulfure à la protéase pour 
l'activer. Des expériences avec et sans activateur ont été effectuées pour vérifier s ·il y avait une 
différence entre les deux formes del' enzyme pour lier les phages. 
La protéase adénovirale de Ad2, exprimée dans un système procaryotique, a été purifiée 
par différentes méthodes chromatographiques (Tihanyi et al., 1993;Rancourt et al. ,sous presse). 
L'enzyme purifiée a été immobilisée par liaison à des billes d'agarose pour permettre entre 
autres d ·utiliser de plus petits volumes d · éluant par rapport à l'immobilisation sur pétris; après 
ce traitement, l'activité de la protéase a été testée par incubation avec le substrat Ad2tsl marqué. 
L ·autoradiographie du gel polyacrylamide-SDS correspondant est présenté à la figure no. 6. La 
première piste (WT) montre les protéines du virus de Ad2 de type sauvage marquées à la 
méthionine-35S, et servant de marqueurs de poids moléculaire pour la protéine virale VII dont 
la présence témoigne de l'activité protéolytique. La piste no.1 montre le clivage de p VII en VII 
qui se produit lors de l'incubation d ·une source de protéase avec le substrat Ad2tsl. La source 
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de protéase dans cet essai était la protéase recombinante de type 2 purifiée. La piste no.2 montre 
le clivage de pVII en VII par la protéase liée aux billes d • agarose. Les billes ont été lavées 
plusieurs fois avec un tampon PBS après la liaison de la protéase et avant 1 ·incubation avec le 
substrat Ad2tsl pour assurer que l'activité observée était bien due à la protéase immobilisée 
seulement et non à des molécules présentes dans le surnageant ou au travers des billes et n ·ayant 
pas été enlevées. La piste no.3 montre comme contrôle négatif et marqueur de poids moléculaire 
de la protéine virale pVII le substrat Ad2tsl incubé sans enzyme. L ·activité enzymatique est 
évaluée par la conversion de pVII en VII comme mentionné, changement qui est facilement 
observable sur un gel polyacrylamide-SDS 12,5 % dû à la différence de poids moléculaire entre 
les deux protéines (20KD à 18,5KD). Ce test démontre quel' activité protéolytique est conservée 
après liaison de la protéase aux billes d · agarose, donc 1 'enzyme garde son intégrité après son 
immobilisation et peut être utilisée pour le criblage des peptothèques. Il est important de 
souligner par contre qu ·après liaison aux billes d · agarose, la protéase est limitée dans un 
environnement plus rigide et peut-être qu ·un faible pourcentage seulement est bien orienté pour 
être actif, donc la quantité de protéase sous cette forme doit être augmentée dans un essai 
enzymatique pour détecter l'activité. 
La peptothèque de 15 a.a. amplifiée a ensuite été criblée avec la protéase immobilisée 
sur les billes d 'agarose, en éluant cette fois avec plusieurs tampons de pH décroissants (de 6.0 
à 2.0) dans le but de séparer les phages d ·affinités différentes. Deux lavages à chaque pH ont 
été effectués et poolés ensemble. Etant donné que l' élution se faisait en plusieurs étapes, 
l'immobilisation sur des billes plutôt que sur pétris est d'autant plus justifiée puisque de plus 
) 
45 
WT 1 2 3 
VI 1 t> 
<l pVll 
Figure no.6: Test d ·activité de la protéase liée aux billes d · agarose. 
Gel polyacrylamide-SDS des virus Ad2 de type sauvage (WT) et Ad2tsl (pistes 1 à 3) marqués 
à la méthionine 35S. La piste 1 montre le clivage de pVII en VII après incubation du substrat 
avec la protéase recombinante purifiée. La piste 2 montre que cette activité enzymatique est 
conservée après liaison de la protéase à des billes d' agarose. La piste 3 servait de marqueur de 
poids moléculaire pour la protéine pVII lorsque Ad2tsl n'est pas incubé avec une source de 
protéase. 
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petits volumes sont nécessaires. Les éluats pH 2 regroupés et neutralisés ont été amplifiés (en 
milieu liquide, qui semble aussi efficace mais plus rapide que l'amplification en milieu solide) 
et utilisés dans les tours de sélection suivants. Les éluats de chaque tour ainsi que les phages 
ayant servi à la sélection (input) ont été titrés pour calculer les rendements et pour vérifier 
l'enrichissement de l 'éluat pH 2 par rapport aux autres à chaque tour; un exemple de ces titrages 
est montré à la figure no. 7. Les profils d • élution pour quatre tours de sélection consécutifs avec 
la protéase sont représentés. On peut voir inséré en haut à gauche le même graphique sans les 
titres du quatrième tour, ce qui permet de mieux observer le profil d 'élution des premiers tours 
de sélection. Les rendements pour le premier tour de sélection représentent le "background" de 
l'expérience. Après le deuxième tour de sélection, il y avait encore beaucoup de phages non-
spécifiques qui étaient élués dans les premières fractions. Au troisième tour par contre, l 'éluat 
pH 2 est majoritaire par rapport aux autres éluats, mais pas en excès suffisant pour démontrer 
une réelle spécificité des phages de l' éluat pH 2 pour la protéase. Le quatrième tour de sélection 
montre cette fois un enrichissement significatif de l'éluat pH 2 par rapport aux autres. A chaque 
tour, on observe une augmentation du rendement total, ce qui témoigne d ·une sélection 
spécifique pour les phages ayant une forte affinité pour la protéase adénovirale. Le profil décrit 
est celui de l'expérience no.1 et est représentatif en général pour toutes les expériences, malgré 
quelques variations. Dans cette expérience seulement, après le premier tour de sélection les 
éluats pH 2, 3 et 4 ont été poolés car on croyait que plusieurs phages pouvaient être importants 
dans ces éluats; étant donné la difficulté d ·obtenir des phages très spécifiques à la protéase, la 
méthode fut tout de suite modifiée pour n ·utiliser que les fractions de pH 2. Cette modification 




Figure no. 7: Rendements de l 'élution des phages liés à la protéase adénovirale de type 2 en 
fonction du pH d 'élution. 
Les phages élués à chaque tour, à chaque pH ont été titrés en même temps que les phages 
utilisés dans la sélection (input) pour déterminer le pourcentage de rendement pour chaque tour. 
Ces données sont celles de l'expérience no.1 dans laquelle au premier tour, les éluats pH 2, 3 
et 4 ont été mis ensemble, amplifiés et utilisés pour un deuxième tour de sélection. Par la suite, 
seulement l 'éluat pH 2 a été utilisé pour l'amplification. Les symboles pour les différents tours 
de sélection sont les suivants: o premier tour, •deuxième tour, v troisième tour et ..,. quatrième 
tour. Cette figure montre un enrichissement considérable de l 'éluat pH 2 au quatrième tour de 
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petits volumes sont nécessaires. Les éluats pH 2 regroupés et neutralisés ont été amplifiés (en 
milieu liquide, qui semble aussi efficace mais plus rapide que l'amplification en milieu solide) 
et utilisés dans les tours de sélection suivants. Les éluats de chaque tour ainsi que les phages 
ayant servi à la sélection (input) ont été titrés pour calculer les rendements et pour vérifier 
l'enrichissement de l' éluat pH 2 par rapport aux autres à chaque tour; un exemple de ces titrages 
est montré à la figure no. 7. Les profils d • élution pour quatre tours de sélection consécutifs avec 
la protéase sont représentés. On peut voir inséré en haut à gauche le même graphique sans les 
titres du quatrième tour, ce qui permet de mieux observer le profil d 'élution des premiers tours 
de sélection. Les rendements pour le premier tour de sélection représentent le "background" de 
l'expérience. Après le deuxième tour de sélection, il y avait encore beaucoup de phages non-
spécifiques qui étaient élués dans les premières fractions. Au troisième tour par contre, l 'éluat 
pH 2 est majoritaire par rapport aux autres éluats, mais pas en excès suffisant pour démontrer 
une réelle spécificité des phages de 1' éluat pH 2 pour la protéase. Le quatrième tour de sélection 
montre cette fois un enrichissement significatif de l'éluat pH 2 par rapport aux autres. A chaque 
tour, on observe une augmentation du rendement total, ce qui témoigne d'une sélection 
spécifique pour les phages ayant une forte affinité pour la protéase adénovirale. Le profil décrit 
est celui de l'expérience no.1 et est représentatif en général pour toutes les expériences, malgré 
quelques variations. Dans cette expérience seulement, après le premier tour de sélection les 
éluats pH 2, 3 et 4 ont été poolés car on croyait que plusieurs phages pouvaient être importants 
dans ces éluats; étant donné la difficulté d'obtenir des phages très spécifiques à la protéase, la 
méthode fut tout de suite modifiée pour n'utiliser que les fractions de pH 2. Cette modification 
a fait qu'au deuxième tour, les titres des éluats pH 3 et 4 étaient moins élevés mais le reste du 
~ - Actlvator + Actlvator 
Clone 
Number Sequence Exp. 1 Exp.2 Exp. 3 Exp.4 Exp.5 · 
1 ASHTVKPRHHPI'QRR 11/21 5/18 2/28 13/29 8/24 
2 MPNFHRLKPQKRQSS 2/21 2/18 3/29 
3 RPTHTTAMKFHHSKR 2/21 3/28 7/24 
4 QLLAHSHRHPHSYKR 1121 9129 5124 
s LPPHTNTQLQTQLMR 20/28 1/29 
6 AHIRHHKMPVTNLRH 3/21 
7 PSMHFISQVNYRSRR 1121 
8 SQMKISRKHTHQSIK 1/21 
9 IPRTSMTW AQSSTKS 1/29 
10 WDMKISRKHTHQSIK 1/29 
11 AGNRLRNPNPTNHII 1/29 
12 IPRHTSKYNTPYKMT 1/18 
,I • 
13 SFSAPAANPSSKSRR 4/18 
14 HMTIHAHHYKHPANK l/18 
15 FLKAEHAHKSIRILS 2/18 
16 ARYNKYHHHELIQHR 1/18 
17 NSYTYLSKVHASHRR 2/18 
18 KMPSMIKSMA YHYHK 3/24 
19 FPNIT ATRKTYSRLH 1/24 
20 IHYPKKHSHPHSFRN 3/28 
Tableau no.5: Résumé des résultats du criblage de la peptothèque de 15 a.a. par la protéase adénovirale. 
5 expériences séparées ont été effectuées, 2 avec l'activateur p VI-C (Kemp et al., 1993; Man gel et al., 1993) et 3 sans activateur. Pour 
chaque expérience, le nombre de fois où le clone a été isolé sur le total analysé pour cette expérience est indiqué. 20 séquences 
différentes en a.a. sur les 120 clones analysés au total ont été retrouvés, chacune correspondant à un seul clone. Les 5 premiers clones 
en caractère gras ont été retrouvés dans plus d'une expérience. Les tirets indiquent lorsqu ·un clone particulier n'a pas été retrouvé 
dans cette expérience. 
• • 
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1 est le seul ayant été retrouvé dans toutes les expériences, ce qui peut signifier que ce phage 
est très spécifique à la protéase. Les clones no. 2 à 5 ont été retrouvés à la fois dans les 
expériences avec et sans activateur. Ceci peut indiquer comme pour le clone no. 1 que ces 
phages se fixent assez spécifiquement à la protéase mais indépendamment de 1 'activation par 
pVI-C, donc probablement à des sites différents de pVI-C sur la protéase. Aussi, aucun des 
clones trouvés n ·ont d'homologie entre eux. 
Pour vérifier la spécificité de la liaison entre les phages retrouvés et la protéase, une 
expérience d'hybridation de la protéase avec les différents phages immobilisés sur un filtre de 
nitrocellulose a été effectuée. La protéase a été détectée avec des anticorps polyclonaux 
spécifiques et avec la protéine A iodinée, qui reconnaît les immunoglobulines. Après exposition 
du filtre, on pouvait observer des différences dans l'intensité du signal selon les différents 
phages (voir figure no.Sa). Les phages avaient préalablement été dosés par la mesure de leur 
absorbance à 260 nm. Un léger signal, plus faible que pour les autres, est détecté avec le phage 
M13 qui était utilisé comme contrôle négatif. En même temps, une autre expérience pour vérifier 
si la quantité de phages était la même pour tous les échantillons a été effectuée. Les phages ont 
été déposés sur un filtre de nylon dans des conditions dénaturantes, et leur ADN a été hybridé 
avec une sonde radioactive correspondant à 1 ·amorce utilisée pour le séquençage des phages. Le 
résultat de l'hybridation de l' ADN avec cette sonde montre qu'en général, les phages ont des 
concentrations assez semblables, mais que M13 est beaucoup plus faible que les autres (figure 
no.Sb). Ainsi, il semble que la quantité du phage M13 était plus faible que les autres, alors il 
est normal que son signal pour l'hybridation de la protéase soit aussi plus faible que pour les 
) 
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A 
M13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
B 
Figure no.8: Test de liaison à la protéase des clones isolés par criblage de la peptothèque de 15 
a.a .. 
a)Les 20 clones ainsi que M13 comme contrôle négatif ont été liés à un filtre de nitrocellulose. 
Ce filtre a été bloqué puis hybridé avec une solution de protéase, puis avec un sérum polyclonal 
contre la protéase adénovirale et enfin avec de la protéine A iodinée. Les dilutions ont 
préalablement été dosées par leur densité optique pour avoir la même quantité de phages dans 
chaque puit. 
b)Les dilutions des phages ajustées pour avoir la même densité optique ont été déposées sur un 
filtre de nylon et leur ADN hybridé avec une sonde radioactive. 
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autres phages. L ·intensité du signal de 1' hybridation de Ml3 avec la protéase devrait donc être 
corrigée pour tenir compte de la quantité de phage déposée, et cette intensité corrigée doit servir 
de nouveau "background". On peut voir qu ·ainsi, les phages ont environ une intensité semblable 
pour l'hybridation avec la protéase, sauf pour quelques clones pour qui 1 ·intensité semble plus 
forte que les autres. Entre autres, le clone no.2 a une intensité un peu plus forte que les autres 
pour la liaison à la protéase, tout en ayant une intensité plus faible que les autres en général pour 
l'hybridation de 1' ADN. Cela suggére que ce clone pourrait se fixer plus fortement que les 
autres à la protéase. 
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Discussion 
L' adénovirus code pour une protéase nécessaire à son infectivité. Cette protéase 
clive les différents précurseurs viraux pVI, pVII, pVIII, pTP, pIIIa et pMu de façon 
spécifique à l'intérieur de la capside virale. Ce clivage constitue la dernière étape du 
cycle infectieux de l' adénovirus (Anderson et al., 1973;Weber et 
Anderson,1988;Anderson et al.,1989). Un mutant thermosensible de ce virus où la 
protéase est modifiée, Ad2ts 1, n'est pas infectieux, ce qui démontre 1 'importance capitale 
de la fonction protéolytique de cette enzyme (Begin et Weber, 1975; Weber, 1976). 
Plusieurs observations montrent l'homologie de la protéase dans les différents 
sérotypes d ·adénovirus: leur séquence en a.a. est très homologue, les sites de clivages 
semblent aussi conservés et différentes sources de protéase peuvent cliver les protéines 
de Ad2tsl (Cai et Weber,1993b;Houde et Weber,1990b). Aussi, il semble qu'un 
activateur de la protéase, pVI-C, soit aussi conservé chez différents sérotypes et est 
interchangeable d'un sérotype à l'autre, du moins de Ad12 à Ad2 (Freimuth et al., 1993). 
Ces qualités font de la protéase adénovirale une cible adéquate pour le 
développement d ·une chimiothérapie contre les adénovirus. Etant donné l'omniprésence 
de ces virus dans la nature et leur importance, particulièrement chez les enfants et les 
immunosupprimés, le blocage de ces infections serait utile en clinique pour nombre de 
maladies respiratoires et les gastroentérites. 
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Le développement d'un inhibiteur à une protéase virale est une idée d'autant plus 
intéressante dans la perspective d'être extrapolée à d'autres protéases, par exemple 
cellulaires ayant un rôle important dans d'autres maladies. Entre autres, certaines 
protéases cellulaires sécrétées sont impliquées dans la progression du cancer, notamment 
dans la formation de métastases (Liotta, 1990). L'application d'une technique simple et 
rapide pour le développement d'inhibiteurs spécifiques à différentes protéases offre alors 
d'énormes possibilités dans le domaine médical. 
La méthode des peptothèques sur phages filamenteux offre de telles possibilités. 
Cette nouvelle technologie a maintenant fait ses preuves pour ce qui est de la 
détermination des épitopes reconnus par les anticorps monoclonaux. Cette méthode a 
aussi été appliquée avec succès à la découverte de ligands peptidiques à différentes 
protéines ou même à des molécules d'une autre nature ( glucides, vitamines, etc ... ) 
(Swimmer et al. , 1992; Saggio et Lau fer, 1993). 
Le développement d'inhibiteurs d'une protéase par cette technique n'a jusqu'à 
maintenant jamais été documenté; par contre 1' utilisation d'autres types de banques de 
peptides synthétiques dans ce but à déjà été réalisée avec succès pour la protéase de HIV, 
ce qui suggère que la méthode des peptothèques sur phages peut être tout aussi efficace 
(Owens et al.,1991). L'avantage de ces peptothèques sur les autres est entre autres que 
l'on peut régénérer les différents peptides et en faire une grande quantité avec une simple 
infection des phages sur des bactéries-hôtes. Ce système permet donc de cribler la 
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peptothèque avec une protéine d ·intérêt en plusieurs étapes, en faisant une infection entre 
les sélections pour multiplier le nombre de phages, ce qui permet une sélection beaucoup 
plus spécifique des phages se liant à la protéine cible. Aussi, la synthèse d'une telle 
peptothèque est très simple et accessible pour les biologistes moléculaires à partir 
d' oligonucléotides ayant une région dégénérée; un clonage dans un vecteur de phage 
filamenteux suffit, alors que la synthèse d ·autres banques de peptides nécéssite un 
matériel très spécialisé. Ces phages ont aussi la propriété d ·être particulièrement faciles 
à manipuler. Leur croissance est rapide et puisqu ·ils sont déjà largement utilisés comme 
vecteurs de clonage pour le séquençage de l' ADN les techniques à utiliser sont faciles 
d'accès. L'un des désavantages par contre est que la diversité de ces peptothèques est 
difficilement contrôlable, mais l'utilisation simultanée de différentes peptothèques vient 
résoudre ce problème. 
Nous avons donc voulu appliquer la technologie des peptothèques sur phages à 
l'étude de la protéase adénovirale. L'objectif était de trouver des peptides se liant de 
façon très spécifique à cette enzyme, pour tester leur effet inhibiteur par la suite. 
Préalablement, il a fallu tester les rendements qu'offraient les peptothèques 
utilisées, soient celle de 15 a.a. et celle de 6 a.a. et ajuster la méthode selon les 
directives publiées en criblant les peptothèques avec un anticorps monoclonal. Ceci visait 
aussi à vérifier quels changements seraient nécessaires pour adapter la méthode à la 
protéase adénovirale. 
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L 0 anticorps choisi fut M73, un anticorps monoclonal dirigé contre ElA des 
adénovirus de type 2 et 5. Après le criblage de la peptothèque de 6 a.a., un consensus 
basique de (K,R,H)HRH a ressorti. L ·augmentation des titres entre les tours de sélection 
ainsi que le fort consensus démontraient la spécificité du criblage. Néanmoins, cette 
séquence fut comparée avec celle de El A sans reconnaître d ·homologie évidente avec 
cette protéine, excepté pour la région du signal de localisation nucléaire (N.L.S.) à 
l'extrémité C-terminale de El A qui est aussi basique. Puisque 1° anticorps reconnaît la 
protéine à la fois native et dénaturée 1° épitope doit être continu, donc il aurait dû se 
trouver dans la séquence primaire de ElA. Le criblage avec la peptothèque de 15 a.a. 
démontrait elle aussi une homologie avec le S.L.N. de ElA, KRPRP. Les signaux de 
localisation nucléaire sont en général basiques, avec quelques fois des pralines mais il 
ne semble pas y avoir de consensus très précis défini pour les décrire. L ·on sait par 
contre que ces signaux doivent être exposés à la surface de la protéine pour se fixer à des 
facteurs de localisation nucléaire dans la cellule (Yamasaki et al., 1989). 
Le premier consensus trouvé dans la peptothèque de 6 a.a. était en fait purement 
basique. Il est évidemment possible que ces séquences représentent des mimotopes, i.e. 
des séquences différentes de la séquence réelle de 1 'épitope mais quand même reconnues 
par M73 dues à des homologies de structures et de charges par exemple. Il est possible 
en fait de retrouver plusieurs mimotopes pour une séquence donnée, mais dans notre cas 
il est plus probable que la séquence trouvée dans la peptothèque de 6 a.a. soit simplement 
homologue au véritable épitope. En fait, il y avait une certaine homologie entre cette 
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séquence et le S.L.N .. Puisque les résultats avec la peptothèque de 15 a.a sont aussi 
homologues au S.L.N. de ElA, les résultats de la peptothèque de 6 a.a. confirmeraient 
la conclusion que l' épitope reconnu par M73 est le S.L.N .. 
La peptothèque de 6 a.a. est probablement plus diversifiée que l'autre dû 
essentiellement à sa construction. Premièrement, le fait d ·avoir 620 peptides possibles 
plutôt que 1520 contribue pour beaucoup à la différence entre les peptothèques, malgré 
que dans chacune tous les peptides possibles ne sont évidemment pas représentés pour 
des raisons mathématiques. Deuxièmement, le clonage de la peptothèque de 6 a.a. a 
nécessité un clivage des oligonucléotides par l'enzyme de restriction Bgl 1. Ce clivage 
élimine un certain nombre de peptides que l'on croyait négligeable, mais parmi eux 
plusieurs séquences homologues au S.L.N. sont clivées ce qui se traduit par une sous-
représentation des homologues du S.L.N. dans cette peptothèque. Il est alors fort 
probable que les phages récupérés lors de la sélection de cette peptothèque soient ceux 
ayant le plus d ·homologie avec le S. L. N. dans la fraction utilisée lors de la première 
sélection, i.e. des séquences basiques. Puisque la méthode utilisée ne permettait pas de 
distinguer entre les phages se liant fortement ou faiblement à M73, d ·autant plus que la 
bivalence d ·un anticorps renforce les liaisons, il est possible que les phages trouvés avec 
la peptothèque de 6 a.a. ne se lient qu'avec une affinité moyenne à M73. 
De même, les phages trouvés lors du criblage avec la peptothèque de 15 a.a. 
avaient différentes homologies avec le S.L.N. de ElA; un isolat (Q) lui était 
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presqu ·identique alors que d ·autres n ·avaient que peu ou presque pas d ·homologie avec 
cette séquence. Ces résultats peuvent être expliqués par ce qui vient d ·être mentionné, 
i.e. que la méthode ne permettait pas de distinguer entre les affinités différentes des 
phages pour l'anticorps. Aussi, le consensus dans ces résultats est beaucoup moins 
évident que pour l'autre peptothèque; ceci serait sûrement dû à la diversité de la 
peptothèque de 15 a.a .. Lors de la synthèse des oligonucléotides, plusieurs possibilités 
de séquence ne se retrouveront pas dans la peptothèque à cause de leur trop grand 
nombre. Les deux peptothèques ont donc une diversité différente: celle de 6 a.a. ayant 
des peptides plus petits mais dont la majorité sont représentés sauf pour ceux éliminés 
lors du clivage, permet de retrouver un consensus donné qui correspondrait à un épitope; 
celle de 15 a.a contient plus de peptides complètement différents entre eux, ce qui fait 
qu ·elle permet moins de retrouver un consensus mais peut probablement donner un bon 
aperçu des différents ligands possibles pour une protéine donnée. Il semble alors justifié 
d ·utiliser ces peptothèques en complémentarité pour avoir des résultats les plus justes 
possible. 
Pour vérifier si l'épitope reconnu par M73 était bien le S.L.N., une série de 
mutants de délétion ont été immunoprécipités par cet anticorps. Un mutant dont 
seulement le S.L.N. de El A est délété n ·était pas immunoprécipité par M73, donc cette 
région fait effectivement partie de l'épi tope. Aussi, le mutant dll 135/520, dont les 14 
a.a. qui précèdent le S.L.N. de El A sont délétés n ·était pas immunoprécipité par M73. 
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Ce résultat pourrait nous porter à conclure quel' épitope chevauche la région du S.L.N. 
et la région adjacente, mais il est aussi possible qu'un mutant délétant la région juste 
avant ce signal le retienne à 1' intérieur de la protéine, le rendant inaccessible. 
L'ensemble des résultats présentés indique que le S.L.N. serait l 'épitope reconnu 
par M73. Le fait que dll 135/520 n ·ait pas été immunoprécipité indique que la région 
précédant le S.L.N. est nécessaire pour exposer ce signal à la surface de la protéine, 
mais que le S.L.N. seulement constituerait l'épi tope reconnu par M73. 
Les expériences ci-haut nous ont démontré l'utilité des peptothèques sur phages. 
Ces peptothèques devraient être utilisées en complémentarité pour de meilleurs résultats, 
mais si la méthode de criblage pouvait être plus restrictive, la peptothèque de 15 a.a 
donnerait peut-être des résultats préliminaires plus fiables étant donné sa plus grande 
diversité. 
Cette méthode a par la suite été appliquée à la protéase adénovirale; des ligands 
de fortes affinités avec la protéase devraient pouvoir agir comme inhibiteurs de son 
activité enzymatique. La méthode a donc due être modifiée pour avoir une sélection plus 
spécifique et pour discriminer entre les ligands d ·affinités différentes. 
Roberts et ses collaborateurs (1992b) ont développé une nouvelle méthode de 
sélection des phages, non pas d'une peptothèque dégénérée mais de dérivés d'un 
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inhibiteur de l 'élastase de neutrophile de boeuf exprimés à la surface des phages, comme 
les peptides le sont habituellement dans les peptothèques. Ce groupe a effectué deux 
modifications principales à la technique de base: l'immobilisation de la protéine cible et 
l' élution des phages liés à cette protéine. 
D'abord, l'immobilisation s ·est faite sur des billes d • agarose, permettant de faire 
les complexes, lavages et élutions dans un tube "eppendorff" plutôt que dans un pétri et 
en utilisant de plus petits volumes à chaque étape. L ·activité de la protéase immobilisée 
a été testée et est conservée, ce qui indique que la protéase garde son intégrité après ce 
traitement. L ·utilisation d ·une méthode d ·immobilisation plus directe de la protéase 
plutôt que via l'interaction biotine-streptavidine était aussi préférable car on évite ainsi 
de récupérer des phages se fixant à la streptavidine ou à la biotine. Ensuite, l' élution a 
été modifiée pour séparer les phages d ·affinités différentes pour la protéase, simplement 
en éluant avec une série de tampons de pH décroissants. Selon les résultats de Roberts 
et ses collaborateurs, il y a un rapport direct entre la force de la liaison des phages à la 
protéine cible et le pH de l 'élution à laquelle on retrouve ces phages. Les plus fortes 
liaisons ne seraient dissociées qu ·à pH très acides, i.e. pH 2 ou 3. Nous étions 
particulièrement intéressés à trouver des phages de très forte affinité pour la protéase, 
alors sauf pour l'expérience no. l, au premier tour, seulement les éluats pH 2 ont été 
amplifiés et soumis à d'autres tours de sélection. 
Trois expériences de criblage de la peptothèque de 15 a.a. ont été effectuées avec 
61 
la protéase recombinante non activée, et deux avec la protéase activée par le peptide pVI-
C pour un total de 5 expériences. Les rendements des sélections à chaque tour ont montré 
qu ·environ 4 tours de sélection sont nécéssaires pour éliminer les phages non-spécifiques 
à la protéase ou qui n ·ont qu ·une affinité moyenne à l'enzyme, et ce même pour 
l'expérience no.1 dans laquelle les éluats pH 2, 3 et 4 ont été poolés et amplifiés 
ensemble au premier tour. Les résultats obtenus de ces 5 expériences n ·ont révélé aucun 
consensus évident parmi les 20 clones différents obtenus, mais cela peut être expliqué en 
partie par la diversité de la peptothèque de 15 a.a. qui a déjà été décrite. Par contre, 5 
phages ont été retrouvés dans plusieurs expériences séparées, ce qui indique soit qu ·ils 
sont plus représentés que les autres dans la peptothèque et sont plus susceptibles d ·être 
retrouvés souvent, soit qu ·ils sont vraiment spécifiques et se lient fortement à la protéase 
adénovirale. Toutefois, il est peu probable que ces phages soient retrouvés souvent dû 
à leur trop grande représentation car cela signifierait qu ·ils sont non spécifiques à la 
protéase mais les titres des 4ièmes tours montrent que la grande majorité des phages à 
l' éluat pH 2 sont plutôt spécifiques. 
Les clones retrouvés par criblage n ·ont pas non plus d ·homologie avec le site de 
clivage de la protéase, ni avec le peptide pVI-C qui doivent théoriquement se lier à la 
protéase. Il est possible que ces clones se fixent à des sites différents sur la protéase, car 
comme toute la surface d'une protéine est immunogénique, elle est aussi sujette à la 
liaison des peptides, malgré que certains sites soient sûrement prévilégiés. Aussi, il est 
possible que plusieurs de ces phages se fixent aux mêmes sites, et donc seraient des 
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mimotopes. Enfin, il est possible, étant donné la qualité variable de la préparation de la 
protéase, que certains phages se fixent à des impuretés. Cette hypothèse est toutefois 
moins probable et il ne pourrait s'agir que d'une minorité de phages, puisque la pureté 
de la protéase est d'au moins environ 90 % • 
Pour vérifier la force de la liaison entre les phages et la protéase, une expérience 
d'hybridation de la protéase aux phages immobilisés sur un filtre de nitrocellulose fut 
effectuée. Cette expérience a montré que le phage M13, qui était utilisé comme contrôle 
négatif, semblait lier la protéase presqu ·autant que les phages sélectionnés si l'on tient 
compte de la correction pour la quantité de phage déposée sur le filtre. Il semble donc 
que dans les conditions décrites, l'expérience est en grande partie inconcluante car il 
devrait y avoir une différence assez importante pour la liaison à la protéase entre les 
phages spécifiques et M13. Par contre, on peut voir que le clone no.2 semblerait réagir 
un peu plus fortement que les autres phages avec la protéase, donc pourrait constituer un 
candidat possible pour l'inhibition de la protéase. 
Il est possible que cette expérience soit inconcluante à cause de la trop faible 
quantité de M13 déposée sur le filtre. En effet, il est difficile de prédire si la quantité 
était augmentée, le signal serait-il égal ou inférieur à celui des autres phages. Cette 
expérience a déjà été répétée plusieurs fois, et le principal problème est qu ·il est difficile 
d'ajuster la quantité de phages que l'on dépose sur le filtre. Même si l'on prend les 
densités optiques, il reste toujours une quantité variable de bactéries dans les préparations 
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de phages qui contribue à l 'absorbance mesurée. C'est pourquoi il est nécessaire de 
vérifier ces quantités par hybridation de l' ADN qui est très spécifique aux phages. 
Il serait donc de mise de refaire cette expérience dans d'autres conditions, jusqu ·à 
ce qu'on aie parfaitement ajusté la quantité de phages au moins. La quantité de protéase 
utilisée pour l'hybridation ainsi que les temps d'hybridation sont aussi très importants 
pour éliminer le "background". D'autres expériences pour tester la force de liaison des 
phages avec la protéase doivent aussi être mises au point. Entre autres, une expérience 
d 'immunoprécipitation de la protéase marquée en présence des différents phages a été 
tentée, mais pour l'instant aucune méthode de marquage de la protéase adénovirale n'est 
efficace. L'idéal serait bien entendu de tester la liaison et la capacité d ·inhibition des 
différents clones avec les peptides correspondants, mais cela serait très couteux car 
chacun des 20 peptides à 15 a.a .. TI serait par contre justifié de tester ainsi au moins le 
peptide correspondant au clone no.2, car ce dernier semble plus spécifique à la protéase 
que les autres et a été récupéré dans 3 expériences séparées. 
Conclusion 
Nous pouvons conclure que les peptothèques sur phages filamenteux sont utiles 
en complémentarité pour trouver un consensus de liaison à une protéine donnée lorsqu'on 
n ·a aucune idée des ligands possibles à cette protéine. Dans le cas de la détermination 
de l 'épitope reconnu par M73 sur la protéine El A, cette méthode nous a permis de 
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conclure que le signal de localisation nucléaire de El A constituait l' épitope recherché. 
Des mutants de délétion nous ont enfin donné une preuve supplémentaire de cette 
affirmation, et nous a indiqué que la région adjacente au S.L.N. est très importante pour 
rendre ce signal accessible à la surface de la protéine. 
Le criblage avec la protéase adénovirale a été cette fois moins concluant. Pour 
démontrer la validité de nos résultats, il faut trouver des méthodes pour vérifier la force 
de la liaison entre les phages et la protéine, ce qui dépend surtout de la protéine étudiée. 
Il va sans dire que dans notre cas, il semble nécessaire de répéter l'expérience avec une 
autre peptothèque pour en venir à trouver idéalement un consensus. Les peptides 
correspondants pourront ainsi être synthétisés pour que leur effet inhibiteur sur la 
protéase soit testé. Entre-temps, le peptide correspondant au clone no.2 pourrait être 
synthétisé car il semble important. Aussi, il est possible de construire une nouvelle 
peptothèque ne contenant que des dérivés des peptides trouvés, de manière à déterminer 
la ou les séquences qui se fixent le plus fortement à la protéase adénovirale. Il est aussi 
possible que le criblage donne de meilleurs résultats avec des conditions d'élution moins 
radicales; en fait les interactions entre les enzymes et leur substrat sont toujours moins 
fortes que les interactions anticorps-antigènes, alors un inhibiteur pourrait être un substrat 
avec une affinité plus élevée pour l'enzyme dans des conditions pratiques. Les conditions 
de criblage décrites dans cet ouvrage sont adéquates pour un système idéal, mais il est 
peut-être optimiste de notre part de penser découvrir un inhibiteur très fort lors d'une 
expérience préliminaire. 
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Si le problème de la détermination de la force de liaison peut être réglé, cette 
méthode sera très utile pour plusieurs buts: il est possible d'utiliser cette méthode pour 
déterminer les sites de clivages d'une protéase donnée. Pour ce faire, il faut construire 
une nouvelle peptothèque avec un épitope connu juste à côté de la région dégénérée, de 
façon à pouvoir immobiliser cette peptothèque sur un anticorps et à cliver les complexes 
avec la protéase. La construction d'une telle peptothèque est présentement en cours. 
Aussi, d'une manière détournée, si 1 ·on avait des anticorps monoclonaux contre la 
protéase, il serait possible de voir si certains d ·entre eux inhibent 1 ·activité de la 
protéase. On pourrait alors utiliser les peptothèques pour déterminer les épitopes que lient 
ces anticorps pour connaître les régions importantes à l'activité sur la protéase; l'on 
connait déjà 2 résidus du site actif mais pas les résidus ou la région où le peptide 
activateur, pVI-C, se lie. 
Enfin, si cette méthode peut être perfectionnée pour régler les problèmes 
rencontrés durant ce travail, entre autres la manière de tester la force de liaison, cette 
méthode pourra être appliquée à la découverte d'inhibiteurs de différentes protéase ou 
même d'autres protéines qui ont une importance dans le développement de maladies 
graves. Dans notre cas, trouver un inhibiteur à la protéase adénovirale permettrait de 
bloquer la propagation de ces virus chez les immunosupprimés et les enfants, ce qui 
aurait une grande importance en clinique. Il est possible qu ·un tel inhibiteur puisse 
fonctionner aussi sur les virus des animaux, donc l'impact de cet agent antiviral 
s ·étendrait jusqu'en agriculture. Des efforts pour la mise au point de cette technique sont 
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alors certainement justifiés car dans ce domaine les buts à atteindre sont nombreux et 
importants, et la technique des peptothèques sur phages est aussi très flexible et laisse 
place à l'imagination des chercheurs. 
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• Annexe: Liste des acides aminés . 
Symboli-
Abrévia- sation 
tians à par une 
A minoacides 3 lettres lettre 
Alanine Ala A 
Arginine Arg R 
Asparagine Asn N 
Acide 
aspartique Asp D 
Cystéine Cys c 
Glutamine Gln Q 
Acide 
glutamique Glu E 
Glycocolle Gly G 
Histidine His H 
Isoleucine Ile I 
Leucine Leu L 
Lysine Lys K 
Méthionine Met M 
Phénylalanine Phe F 
Praline Pro p 
Sérine Ser s 
Thréonine Thr T 
Tryptophane Trp w 
Tyrosine Tyr y 
Valine Val V 
' 
